
 

     

 

 
 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

Departamento de Química Biológica 

 

 

ñMecanismos moleculares de la relación entre el virus Epstein Barr 

persistente en linfocitos B y el desarrollo de Esclerosis Múltiple.ò 

 

 

Tesis presentada para optar al título de Doctora de la Universidad de Buenos 

Aires en el área de Química Biológica 

 

Evelin Sabrina Heck 

 

 

Director de tesis: Dr. Mauricio Franco Farez 

Director Adjunto: Dr. Mario Alejandro Lorenzetti 

Consejera de estudios: Dra. Cybele García 

Lugar de trabajo: Centro para la Investigación de Enfermedades Neuroinmunológicas (CIEN), 

Fleni e Instituto Multidisciplinario de Investigaciones en Patologías Pediátricas (IMIPP), Hospital 

de Niños Ricardo Gutiérrez (HNRG). 

 

Buenos Aires, 2025 

 

 

 

 

 



 

     

 

 

 

 

 

 
             ---------------------------------------- 

Lic. Evelin Sabrina Heck 

Tesista 

 

 

 
Dr. Mauricio F. Farez 

Director de Tesis 

Centro de Investigación de Enfermedades Neuroinmunológicas, Fleni 

INEU-CONICET 

 
 

 

 

 

 

 

---------------------------------------- 

Dr. Mario Lorenzetti 

Director Adjunto de Tesis 

Instituto Multidisciplinario de 

Investigaciones en Patologías Pediátricas 

(IMIPP CONICET-GCBA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resumen 



 

     

 

ñMecanismos moleculares de la relaci·n entre el virus Epstein Barr 
persistente en linfocitos B y el desarrollo de Esclerosis M¼ltiple.ò 

 

Resumen:  

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad crónica, inflamatoria y autoinmune que afecta 

al sistema nervioso central, caracterizada por la pérdida de mielina en los axones. Aunque su etiología 

continúa siendo desconocida, se reconoce que se trata de una enfermedad multifactorial en la que 

intervienen factores genéticos y ambientales. Entre estos últimos, se destacan el tabaquismo, la obesidad 

durante la adolescencia, la deficiencia de vitamina D y diversas infecciones virales. Dentro de los 

agentes infecciosos analizados, el virus Epstein Barr (EBV) ha demostrado poseer la asociación más 

sólida y consistente con la EM, aunque el mecanismo a través del cual este virus podría contribuir al 

desarrollo de la enfermedad no ha sido completamente elucidado. 

El objetivo de este trabajo de tesis fue determinar el rol del EBV en la patogenia y/o el desarrollo 

de la EM. Para ello, se llevó a cabo un estudio prospectivo entre los años 2018 y 2023, en el que se 

analizaron muestras de pacientes con EM y controles provenientes de la misma región geográfica. Se 

evaluaron la serología y la carga viral del EBV, así como las variantes genéticas en regiones específicas 

del virus: el gen BCRF1, que codifica para el antígeno vIL10, y el gen BYRF1, que codifica para el 

antígeno EBNA2. Además, se realizaron análisis transcriptómicos en linfocitos B infectados y no 

infectados por EBV, obtenidos de pacientes con EM y de controles, y estudios in vitro para caracterizar 

funcionalmente los hallazgos moleculares. 

Los resultados confirmaron la alta prevalencia del EBV en la población estudiada, con una 

serología positiva en el 100 % de los casos, sin diferencias significativas en la carga viral ni en las 

variantes genéticas entre pacientes y controles. No obstante, el análisis de expresión génica reveló una 

disminución del ARNm de IQGAP1 en linfocitos B EBV+ de pacientes con EM, en comparación con 

los EBV- del mismo grupo. Los estudios in vitro demostraron que la inhibición de Iqgap1 conduce a 

una mayor proliferación de linfocitos T y B, así como a un aumento en la expresión de los factores de 

transcripción ROR‎t y T-bet, asociados con respuestas inmunes proinflamatorias. 

Este trabajo constituye el primer estudio realizado en una cohorte argentina que aporta evidencia 

epidemiológica y molecular sobre un potencial rol del virus Epstein Barr en la patogenia de la esclerosis 

múltiple. 

 

Palabras claves: Esclerosis Múltiple, Virus Epstein Barr, linfocitos B, variantes de vIL10 y EBNA2, 

IQGAP1. 

 

 



 

     

 

 

ñMolecular mechanisms of the relationship between Epstein Barr virus persistence in B 

lymphocytes and the development of multiple sclerosis.ò 

 
 

Abstract: 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease of the central nervous system, 

characterized by demyelination and axonal damage. While its precise etiology remains unknown, MS is 

considered a multifactorial disorder influenced by genetic predisposition and various environmental risk 

factors, including smoking, adolescent obesity, vitamin D deficiency, and viral infections. Among the 

infectious agents studied, the Epstein Barr virus (EBV) has shown the most consistent and compelling 

association with MS. Although the exact mechanisms linking EBV to MS development are not yet fully 

understood, a causal relationship has been strongly suggested. 

This thesis aimed to investigate the role of EBV in the pathogenesis of MS. In a prospective 

study conducted between 2018 and 2023, we evaluated EBV seroprevalence and viral load, and 

characterized sequence variants in the promoter and coding regions of the BCRF1 gene (encoding the 

vIL10 antigen) and the 3' terminal region of the BYRF1 gene (encoding the EBNA2 antigen), in patients 

with MS and healthy controls from the Argentine population. In parallel, we isolated B lymphocytes 

from peripheral blood mononuclear cells and analyzed transcriptional alterations associated with EBV 

infection. To complement these findings, we also performed in vitro functional studies. 

Our results confirmed a 100 % EBV seroprevalence in both patients and controls, with no 

significant differences in viral load. Sequence and phylogenetic analyses of vIL10 and EBNA2 showed 

no correlation with disease status or geographic origin. However, RNA sequencing revealed decreased 

expression of IQGAP1 gene mRNA in EBV-positive B cells from MS patients compared to their EBV-

negative counterparts. Functional in vitro assays further demonstrated that Iqgap1 silencing led to 

increased proliferation of T and B lymphocytes, along with upregulation of the transcription factors 

RORɔt and T-bet, both involved in pro-inflammatory responses. 

In conclusion, this thesis provides the first integrative study of EBV in an Argentine MS cohort, 

offering novel epidemiological and molecular insights that support a potential immunomodulatory role 

of EBV in MS pathogenesis. 

 

Keywords: Multiple sclerosis, Epstein Barr virus, B lymphocytes, vIL10 and EBNA2 variants, IQGAP1. 
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1. Introducción



Introducción 

   - 1 -   

1.1. Generalidades de la Esclerosis Múltiple 
 

La Esclerosis Múltiple (EM) es una enfermedad crónica, autoinmune, inflamatoria y 

desmielinizante que afecta al sistema nervioso central (SNC) y es la principal causa de discapacidad no 

traumática en jóvenes adultos (Compston & Coles, 2008; Lotfi et al., 2022). Se estima que a nivel 

mundial afecta a más de 2.8 millones de personas y su prevalencia es de 35,9 por cada 100.000 

individuos (Walton et al., 2020). La EM es una patología que, al igual que la mayoría de las 

enfermedades autoinmunes, afecta predominantemente a mujeres (relación mujer: hombre 3:1) 

(Jakimovski et al., 2024; Magyari & Sorensen, 2019; Orton et al., 2006). El inicio de la enfermedad se 

da típicamente entre los 20-40 años, aunque en los últimos años se ha detectado un aumento en el número 

de casos de pacientes pediatricos (Alroughani & Boyko, 2018; Iaffaldano et al., 2017) y personas 

mayores (Ostolaza et al., 2021; Prosperini et al., 2022). La EM se caracteriza por el infiltrado linfocitario 

en el SNC, lo cual conduce a la destrucción de la vaina de mielina y el daño axonal (Compston & Coles, 

2008; Zhao & Jacob, 2023). Es una enfermedad difícil de diagnosticar, debido principalmente a la 

heterogeneidad de los síntomas que pueden presentar los pacientes: alteraciones sensitivas y visuales, 

déficits motores, fatiga, dolor y déficits cognitivos, entre otros (Engelhardt et al., 2022). Más aún, estas 

manifestaciones clínicas dependen de la localización de las lesiones que ocurran en el SNC (Kearney 

et al., 2015; Kuhlmann et al., 2023). La forma clínica más común, es la EM remitente-recurrente 

(EMRR), que afecta aproximadamente al 85 % de los pacientes y se caracteriza por la aparición de un 

episodio de disfunción neurológica seguido por la recuperación o remisión clínica. De no mediar 

tratamiento, luego de 10-20 años post diagnóstico de la enfermedad, el 80 % de los pacientes con EMRR 

suele progresar a EM secundaria progresiva (EMSP), donde el deterioro neurológico es progresivo sin 

mejoría aparente (Dendrou et al., 2015; Klineova & Lublin, 2018; Pitt et al., 2022). Por otro lado, 

aproximadamente el 10 % de los pacientes con esclerosis múltiple directamente son diagnosticados con 

EM progresiva primaria (EMPP), la cual se caracteriza por un deterioro progresivo desde el inicio de la 

aparición de la enfermedad (Dendrou et al., 2015; Klineova & Lublin, 2018). 

En cuanto a la etiología de la enfermedad, hace varios años se postula que la EM es una patología 

compleja y multifactorial que involucra tanto factores genéticos, que hacen susceptibles a los individuos, 

como también factores ambientales (agentes infecciosos, obesidad, hábito tabáquico, niveles de 

vitamina D, etc) (Jakimovski et al., 2024; Olsson et al., 2017; Waubant et al., 2019). 

 

 

1.2. Epidemiología  
 

Según un estudio realizado en 2019 por la Federación Internacional de Esclerosis Múltiple junto 

con la Organización Mundial de la Salud, se estima que 2,8 millones de personas padecen de EM a nivel 

mundial; lo cual implica que 1 de cada 2785 individuos padecen EM (Walton et al., 2020). Estos valores 

aumentaron significativamente desde el último estudio llevado a cabo en 2013, cuando se había 
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reportado una prevalencia de 2,3 millones de personas afectadas con EM a nivel mundial. Entre los 

principales factores que los expertos atribuyen como responsables en el aumento de la prevalencia de la 

enfermedad, se encuentran la mejora en el criterio diagnóstico (Schwenkenbecher et al., 2019), el avance 

en los tratamientos, que aumentan la calidad de vida y la cantidad de años de supervivencia de los 

individuos (Kingwell et al., 2019) y una mejora en las bases de datos que brindan información más 

precisa y confiable acerca de la enfermedad (Portaccio et al., 2024).  

La prevalencia de la EM varía considerablemente dependiendo la región geográfica, siendo 

mayor en Europa (133 casos por cada 100.000 habitantes), seguido por América (112 casos por cada 

100.000 habitantes), el Mediterráneo Oriental (30 casos por cada 100.000 habitantes), Sudeste de Asia 

(9 casos por cada 100.000 habitantes), África (5 casos por cada 100.000 habitantes) y el Pacífico Oeste 

(5 casos por cada 100.000 habitantes) (Leray et al., 2016; Walton et al., 2020) (Figura 1). Desde el año 

2013, el mayor aumento en la prevalencia se ha visto en América, donde la cantidad de casos se duplicó 

(Walton et al., 2020). Según estudios donde se incluyeron datos de América Latina y el Caribe, la 

prevalencia de la EM varía entre 0,75 a 21,1 casos por cada 100.000 habitantes, con la mayor prevalencia 

en Brasil, Argentina y la isla de Martinica y una menor prevalencia en Colombia y Ecuador (Cristiano 

et al., 2013; Cristiano & Rojas, 2017; Rojas et al., 2014). 

Particularmente, en Argentina, tanto la prevalencia como la incidencia de la enfermedad fue 

descripta en algunas zonas del país, mientras que existe escasa información sobre aspectos 

epidemiológicos en otras regiones del mismo. Recientemente se describió una prevalencia de 20-40 

casos por cada 100.000 habitantes, mientras que la incidencia reportada fue de casi 3 casos nuevos por 

año por cada 100.000 habitantes (Kohler et al., 2021). En forma particular, en Buenos Aires, la 

prevalencia es de 38,2 casos por cada 100.000 habitantes, según un estudio realizado por Cristiano y col 

en el año 2016 (Cristiano et al., 2016). En la provincia de Santa Fe, y en particular en Rosario, la 

prevalencia es de 30,3 y 48,3 casos por cada 100.000 habitantes, respectivamente (Luetic & Menichini, 

2021; G. Luetic & Menichini, 2020). Por su parte, un estudio realizado en el año 2002 en la patagonia 

argentina, que incluyó las ciudades de Neuquén, Trelew, Río Gallegos y Ushuaia, determinó una 

prevalencia de la enfermedad de 17,2 pacientes por cada 100.000 habitantes (Melcon et al., 2008). 

Finalmente, un estudio realizado en la provincia de Salta, en el noroeste argentino, determinó una 

prevalencia de 23,8 casos por cada 100.000 habitantes (Mellinger et al., 2018). Las diferencias en la 

prevalencia a lo largo del país podrían deberse tanto a las características de la población (etnias) como 

a las condiciones ambientales (geografía y clima). Es oportuno mencionar que hay mayor prevalencia 

de casos de EM en las ciudades de Buenos Aires y Rosario, que poseen una temperatura media anual de 

17ǓC y se encuentran en la región pampeana. Incluso dentro de una misma provincia, según los reportes 

citados anteriormente, la prevalencia es desigual y con mayor número de casos en las grandes ciudades, 

donde hay mayor cantidad de centros de salud. 
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Figura 1: Prevalencia de la EM a nivel mundial. Figura adaptada del atlas de EM de la Federación 

Internacional de EM, 2020. Accesado por última vez septiembre 2020, 

https://www.msif.org/wp-content/uploads/2020/10/Atlas-Epidemiology-report-Sept-2020-Final-

ES.pdf 

 

 

1.3. Tipos de EM 
 

Hay cuatro tipos principales de esclerosis múltiple: síndrome desmielinizante aislado, EM 

remitente-recurrente, EM secundaria progresiva y EM primaria progresiva. La identificación del tipo de 

EM que padece un individuo requiere de una revisión clínica exhaustiva por parte de médicos 

neurólogos y es complementada con múltiples análisis de imágenes que se realizan periódicamente (E. 

Chen et al., 2023). El Síndrome desmielinizante aislado (SDA), se refiere al primer episodio 

desmielinizante inflamatorio en el sistema nervioso central, que, de cumplir con los criterios de 

diseminación en el tiempo, puede terminar siendo diagnosticado como EM (Kolļava et al., 2020; D. 

Miller et al., 2005). Según estudios previos, llevados a cabo en países occidentales, entre el 60 al 70 % 

de los individuos que cursan un primer episodio son diagnosticados con EM definitiva dentro de los 20 

años del primer evento (D. H. Miller et al., 2012; Zhang et al., 2019). Más aún, existen estudios que 

determinaron que el 45 % de los individuos que cursaron un primer evento ya habían sido diagnosticados 

con EM a los 5 años del evento (Brownlee et al., 2015). Los principales predictores identificados de esta 

transición son: 1) El número de lesiones desmielinizantes hiperintensas en T2/FLAIR detectadas en la 

resonancia magnética (RM) de cerebro y médula espinal; 2) La edad del individuo al presentar el primer 

evento; y 3) La presencia y número de bandas oligoclonales presentes en el líquido cefalorraquídeo 

(LCR) (Banerjee et al., 2019). Las bandas oligoclonales de IgG (BOCs) son anticuerpos expandidos 

clonalmente producidos por vía intratecal y es uno de los pocos biomarcadores en el LCR incluidos en 

los criterios de diagnóstico de la EM (Maroto-García et al., 2023; Obermeier et al., 2008). En el caso de 
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los pacientes con SDA que progresan a EM definitiva, el tipo que presentan mayormente es remitente 

recurrente. Por su parte, la EMRR es el tipo de EM más común, presentado por aproximadamente el 85 

% de los pacientes. Esta forma clínica se caracteriza por episodios de desmejoría aguda del 

funcionamiento neurológico (llamado recaída o brote), ya sea por la aparición de nuevos síntomas o 

empeoramiento de los síntomas existentes, seguida por una recuperación parcial o total y sin aparente 

progresión de la enfermedad (etapa de remisión) (Figura 2a) (Bierhansl et al., 2022; Lublin et al., 2014). 

Síntomas tales como debilidad, trastornos del equilibrio y de la visión, pueden presentarse durante la 

recaída, con una duración de al menos 24 horas. Si bien la frecuencia de las recaídas puede variar de un 

paciente a otro, generalmente no supera 1,5 veces por año (Klineova & Lublin, 2018). Según estudios 

acerca de la historia natural de la EM, el 10 % de los pacientes con EMRR transiciona a la forma 

secundaria progresiva luego de 5 años de padecer la enfermedad. El riesgo aumenta un 25 % a los 10 

años y alcanza un 80 % de los pacientes con la forma progresiva a los 30 años del desarrollo inicial de 

la EM (Bogosian et al., 2019). Se han identificado algunos predictores de la transición de EMRR a 

EMSP, como, por ejemplo: 1) La edad más avanzada al inicio de la EMRR; 2) El sexo masculino 

presentaría mayoritariamente este fenotipo; 3) Lesiones en la médula espinal y la recuperación 

incompleta de una recaída disminuirían el tiempo de progresión de EMRR a EMSP (Rovaris et al., 2006; 

Ziemssen et al., 2022). Fenotípicamente, la EMSP es muy variable, con períodos de progresión y 

empeoramiento con recaídas que luego pueden estabilizarse por un breve periodo de tiempo (Figura 

2b) (Klineova & Lublin, 2018). Finalmente, entre un 10 al 20 % de los individuos desarrollan desde el 

inicio la forma primaria progresiva de la enfermedad (EMPP), que se caracteriza por la falta de la etapa 

de recaídas y remisiones; con una progresión continua de la enfermedad (Figura 2c) (Sempik et al., 

2024). Si bien los síntomas de las EMSP y EMPP son diferentes, al día de la fecha no se describieron 

características genéticas, patológicas o que puedan ser detectadas mediante resonancias magnéticas y 

que permitan distinguirlas (Ransohoff et al., 2015). En el caso de la EMSP y la EMPP se pueden 

clasificar en activas (cuando hay evidencia de nueva actividad detectada con resonancia magnética 

nuclear (RMN)) o no activa (cuando no hay evidencia de actividad), así como también con progresión 

(cuando la discapacidad se acumula a lo largo del tiempo) o sin progresión en el caso de que no se 

acumule y solo se mantenga (Bierhansl et al., 2022; Lublin et al., 2014, 2020).   
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Figura 2: Formas clínicas de la EM. La EM tiene 3 formas clínicas: EMRR, EMSP y EMPP. A) La 

EMRR es caracterizada por una etapa de recaída y la posterior recuperación parcial o completa. B) La 

EMSP comienza como la EMRR, pero luego es caracterizada por una etapa de desmejora continua sin 

recuperación. C) En la EMPP se describe una desmejora continua desde el inicio del desarrollo de la 

enfermedad. Imagen adaptada de (Bierhansl et al., 2022) 

 

 

1.4. Manifestaciones clínicas de la EM 
 

Normalmente el daño al SNC suele ser detectado en forma concomitante a la aparición de los 

primeros síntomas clínicos y se evidencian cuando las lesiones se localizan en una zona que interrumpe 

la función del nervio («Hidden Disabilities in Multiple Sclerosis ï The Impact of Multiple Sclerosis on 

Patients and Their Caregivers», 2013). Los pacientes con EM presentan un amplio espectro de síntomas 

que reflejan la localización multifocal de las lesiones en el SNC. La severidad y la amplia gama de 

síntomas reflejan la carga lesional, la ubicación y el grado de lesión tisular. Esta variabilidad, en término 

de lesiones, es responsable no sólo de que los síntomas varían entre pacientes, sino también que los 

síntomas varían en un mismo paciente a lo largo del tiempo, y este hecho torna a la EM en una 

enfermedad impredecible. Si bien son variables, las manifestaciones clínicas más comunes son: 

1) Visuales: que incluyen la pérdida de visión, visión doble y neuritis óptica. 

2) Vestibulares: vértigo y desequilibrio en la marcha. 
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3) Motoras: debilidad, espasticidad y fatiga. 

4) Sensoriales: pérdida de sensibilidad y parestesias. 

5) Urinarias: incontinencia, retención, urgencia, constipación, diarrea y reflujo. 

6) Cognitivas: pérdida de la memoria y problemas de concentración. 

7) Psiquiátricas: depresión, aislamiento social y ansiedad. 

Los síntomas listados de 1 al 4 son los que suelen manifestarse en las primeras etapas de la enfermedad 

y están relacionados directamente con la desmielinización y la pérdida axonal. Luego se incluye como 

síntomas secundarios los listados en el ítem 5 dado que dichos síntomas son consecuencias de los 

síntomas primarios. Finalmente, los síntomas terciarios, listados del ítem 6 al 7, son consecuencias 

psicológicas y sociales de la enfermedad (Ben-Zacharia, 2011; Ghasemi et al., 2017; Tafti et al., 2023).  

 

Durante las etapas tempranas de la EM e incluso previo al diagnóstico de la enfermedad, ocurre 

un proceso denominado atrofia cerebral, que es la pérdida del volumen del cerebro. Este proceso es 

normal con el paso de los años y con un ritmo de 0,1 al 0,5 % por año; sin embargo, en el caso de los 

pacientes con EM, y principalmente en aquellos sin tratamiento, dicha atrofia se encuentra acelerada, 

con disminución del volumen del cerebro desde 0,5 al 1,35 % anual (Giovannoni et al., 2016). La atrofia 

del cerebro puede estar localizada tanto en la sustancia gris como en la sustancia blanca (Andravizou 

et al., 2019). La atrofia de la sustancia gris ocurre principalmente en las etapas tempranas de la 

enfermedad y refleja la pérdida axonal y el daño neuronal. El daño extenso de la sustancia gris, en 

particular la afectación del tálamo está asociado con una amplia gama de manifestaciones clínicas que 

incluyen trastornos cognitivos, déficits motores, fatiga y alteraciones de la motilidad ocular (Minagar 

et al., 2013). La atrofia progresiva del tálamo fue descripta en los distintos tipos de EM y a su vez, la 

pérdida del volumen talámico también fue descripta en pacientes pediátricos (Till et al., 2011). Por su 

parte, la atrofia de la sustancia blanca es indicativa de progresión y actividad de la enfermedad. Ambos 

tipos de atrofia pueden ser visualizadas mediante imágenes de resonancias magnéticas (MRI, por sus 

siglás en inglés) (Lie et al., 2022). Más aún, la atrofia total del cerebro también puede ser definida en 

término de cambio en la fracción de parénquima cerebral (BPF, por sus siglas en inglés) (Rudick et al., 

1999). El BPF se calcula como la relación entre el volumen del tejido del parénquima y el volumen total 

del cerebro y es uno de los parámetros más utilizados cuando se analiza la atrofia cerebral (ChyliŒska 

et al., 2023).  

 

 

1.5. Inmunopatología  
 

La EM es una enfermedad caracterizada principalmente por la presencia de lesiones focales 

(también llamadas placas desmielinizantes) tanto en la sustancia blanca como gris, con destrucción y 

pérdida de los oligodendrocitos, las células encargadas de cubrir con mielina (mielinizar) los axones 

neuronales. Si bien la vaina de mielina se pierde completamente, la pérdida axonal es variable, incluso 
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entre diferentes lesiones de un mismo paciente (Kutzelnigg & Lassmann, 2014; Lassmann, 2018a). Si 

bien, al día de la fecha no se conoce con exactitud cuáles son los factores desencadenantes de la EM, se 

describió que las lesiones focales son consecuencia de una reacción inflamatoria producto de la 

secreción de citoquinas proinflamatorias y la subsecuente migración al sistema nervioso central de 

macrófagos y linfocitos T y B. En dicho contexto, ambos tipos de linfocitos reaccionarían 

específicamente contra los autoantígenos presentes en el SNC, y con una reacción autoinmune como 

resultado final (Dendrou et al., 2015; Thompson, Baranzini, et al., 2018). 

 

1.6. Poblaciones celulares involucradas en la patología 
 
1.6.1. Linfocitos T CD4 

 
Los linfocitos T CD4+ vírgenes, pueden diferenciarse a linfocitos T efectores (Th1, Th2, Th17) 

o a linfocitos T reguladores (Treg) dependiendo de las citoquinas presentes en el microambiente que 

influencian su diferenciación. Los linfocitos Th1 se desarrollan cuando en el ambiente están presentes 

las citoquinas INFɔ e IL-12, que activan una cascada de señalización que finaliza en la activación del 

factor de transcripción T-bet, característico de los linfocitos Th1; que a su vez secretan IL-2 e INFɔ. El 

factor de transcripción GATA-3 es característico de los linfocitos Th2 y estos secretan IL-4, IL-5 e IL-

13. Por otro lado, cuando la activación ocurre en la presencia de las citoquinas TGF-ɓ1, IL-23 y IL-6 o 

IL-21, se favorece la diferenciación de linfocitos Th17, que a su vez se caracterizan por la expresión del 

factor de transcripci·n RORɔt y la producci·n de IL-17. Finalmente, los linfocitos Treg se caracterizan 

por la secreción de citoquinas antiinflamatorias IL-10, IL-35 y TGF-ɓ y se diferencian bajo la presencia 

de la citoquina TGF-ɓ y expresan el factor de transcripci·n FOXP3 (Grigoriadis & van Pesch, 2015; 

Lovett-Racke et al., 2011; Sun et al., 2023).  

Según estudios realizados en pacientes con EM y en modelos animales de la enfermedad, se 

determinó que las recaídas son principalmente mediadas por linfocitos T efectores activados, 

principalmente Th1 y Th17, que migran al parénquima del SNC y causan desmielinización, activación 

de células gliales y daño axonal (Fujii et al., 2016; Legroux & Arbour, 2015). Una de las potenciales 

causas, es por un lado, la insuficiencia de la acción de los linfocitos Treg para controlar a los linfocitos 

efectores y a su vez, la resistencia de los linfocitos T efectores al control por parte de los Treg (Rodríguez 

Murúa et al., 2022).  

 

 

1.6.2.  Linfocitos T CD8 

 

La importancia de los linfocitos T CD8+ en la EM se confirmó con el descubrimiento de dichas 

células en las lesiones desmielinizantes de la sustancia blanca y gris. Se describió que, en bloques de 

tejido de placas desmielinizantes del cerebro, obtenidas a partir de autopsias de pacientes, el número de 

linfocitos T CD8+ correlaciona directamente con el daño axonal y es mayor al número de linfocitos T 
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CD4+ en el sitio de la lesión (Frischer et al., 2009). Por otro lado, los linfocitos T CD8+ contribuyen al 

daño del SNC a través de la producción de los mediadores proinflamatorios IL-17 (Huseby et al., 2012) 

y linfotoxina (Buckle et al., 2003), granzimas y perforinas (Ifergan et al., 2011). A su vez, se observó 

que hay un aumento en el número de linfocitos T CD8+ reactivos contra la proteína básica de la mielina 

(MBP, por sus siglas en inglés, myelin basic protein) en pacientes con EMRR y EMSP comparado con 

los controles (Salou et al., 2015; C. A. Wagner et al., 2020). Finalmente, la inhibición de los linfocitos 

T CD8+ beneficia la disminución de recaídas en los pacientes con EM (Salehi et al., 2016). 

 

 

1.6.3. Linfocitos B 

 

Con respecto a la asociación entre los linfocitos B con la EM, se demostró que los pacientes 

desarrollan un incremento en la producción de anticuerpos en el SNC, lo cual se evidenció como bandas 

oligoclonales (BOC, por sus siglas en inglés) en líquido cefalorraquídeo (von Büdingen et al., 2010). 

También, se observó en los pacientes con EM, una desregulación en el perfil de citoquinas secretadas 

tanto por linfocitos B vírgenes como de memoria, la secreción anormal de citoquinas proinflamatorias 

y/o la producción insuficiente de citoquinas reguladoras. En particular, los linfocitos B activados 

producen cantidades excesivas de TNF, linfotoxina, GM-CSF e IL-6 en estos pacientes (Cencioni et al., 

2021). Finalmente, además de su rol como células productoras de anticuerpos o células productoras de 

citoquinas, los linfocitos B son eficientes células presentadoras de antígenos (CPA). La secreción de 

citoquinas y la producción de moléculas coestimuladoras pueden activar los linfocitos T 

proinflamatorios, modular su respuesta e inducir el reclutamiento de otros agentes inflamatorios como 

los monocitos al SNC (Lehmann-Horn et al., 2015; R. Li et al., 2016) (Figura 3). Siguiendo la evidencia 

mencionada con anterioridad, se evaluaron varios tratamientos dirigidos contra los linfocitos B. De 

hecho, el rol de los linfocitos B en la patología de la EM está comprobado por el éxito de los tratamientos 

dirigidos contra estas células (anti-CD20), inclusive en su fase progresiva (Greenfield & Hauser, 2018; 

Sabatino et al., 2019).  
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Figura 3: Interacción entre linfocitos B y T. Los linfocitos B pueden actuar como CPA presentando 

un antígeno a los linfocitos T en el contexto del MHC de clase II. Dicha interacción desencadena la 

producción de distintas citoquinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, así como también la 

producción de anticuerpos por parte de los linfocitos B activados.  

 

 

 

1.6.4. Astrocitos 

 

Los astrocitos son las células gliales más abundantes en el SNC y tienen un rol dual en la 

patogénesis de la EM. Por un lado, contribuyen con la progresión de la enfermedad secretando 

citoquinas, metabolitos neurotóxicos y quimiocinas que promueven la migración de las células de la 

periferia al SNC (Correale & Farez, 2015) y, en paralelo, promueven la migración, proliferación y 

diferenciación de los precursores de oligodendrocitos que contribuyen con la remielinización (Moore 

et al., 2011). El rol de los astrocitos en la patogénesis de la enfermedad y la reparación del daño 

inflamatorio depende del microambiente que lo rodea, así como también de la interacción con otras 

células y factores que influencian su activación (Wheeler & Quintana, 2019; Williams et al., 2007).  

 

 

1.6.5. Microglia y macrófagos 

 

Bajo condiciones fisiológicas normales, el número y la función de la microglía (macrófagos 

residentes del SNC) está controlado por el microambiente local; sin embargo, un estudio previo 

demostró que en la EM la microglía adopta un estado de activación que favorece la neurodegeneración 

(Perry & Holmes, 2014). Más aún, el mismo estudio demostró que el mencionado estado de activación 

de la microglía se vió influenciado tanto por factores internos (como la inflamación) o factores externos 
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(como las infecciones). Estos factores provocan la liberación de citoquinas, quimiocinas y otros 

mediadores inflamatorios, que a su vez afectan la respuesta humoral de los linfocitos B y la función 

neuronal (Andersson & Tracey, 2012). La microglía activada puede adoptar dos perfiles contrapuestos, 

M1 (perfil citotóxico o proinflamatorio) y M2 (perfil inmunoregulador o antiinflamatorio), que se 

diferencian por las citoquinas y mediadores moleculares que secretan (Mosser & Edwards, 2008). El 

perfil M1 es el responsable de secretar citoquinas como IL-12 e IL-23, quimiocinas y demás metabolitos 

que están involucrados en el mecanismo de neurodegeneración y también actúan como CPA. Por su 

parte, el perfil M2 está involucrado en la eliminación del debris, necesario para la remielinización 

(Rodríguez Murúa et al., 2022).  

 

 

1.7. Mecanismos inmunológicos involucrados en el desarrollo de la EM 
 

Si bien el mecanismo a través del cual se produce el desarrollo de la EM todavía es desconocido, 

se postula que la patogénesis de la enfermedad está basada en la activación de células inmunes 

autorreactivas contra las proteínas de la mielina (Fletcher et al., 2010; R. Liu et al., 2022). La mielina 

forma una vaina que rodea los axones y los cuerpos celulares de las neuronas. La vaina está compuesta 

por distintas proteínas como la proteína básica de la mielina (MBP, por sus siglas en inglés), la 

glicoproteína asociada a mielina (MAG, por sus siglas en inglés) y la proteína proteolipídica. A su vez, 

en su superficie se encuentra la glicoproteína de oligodendrocitos de mielina (MOG, por sus siglas en 

inglés) que funciona como receptor y conecta fibras mielinizadas vecinas (Aggarwal et al., 2011; Kister 

& Kister, 2023). 

Hasta el día de la fecha, el mecanismo a través del cual los linfocitos T se vuelven autorreactivos 

todavía no fue elucidado, pero se postula que podría ocurrir por: a) Reacción cruzada con antígenos 

extraños o b) El reconocimiento de antígenos provenientes del SNC que se filtran a los ganglios 

linfáticos (Martinsen & Kursula, 2022; Münz et al., 2009). En cualquiera de los dos escenarios, las CPA 

capturan los antígenos y se los presentan a los linfocitos T autorreactivos en los ganglios linfáticos. 

Luego de su activación y diferenciación en la periferia a distintos subtipos proinflamatorios, los 

linfocitos T autorreactivos migran al SNC atravesando la barrera hematoencefálica. Una vez en el SNC, 

los linfocitos T autorreactivos pueden interactuar con células dendríticas, microglía y otras CPA que 

presentarán antígenos en el contexto del MHC de clase II (Major histocompatibility complex, por sus 

siglas en inglés); de esta forma los linfocitos T autorreactivos pueden activarse (Becher et al., 2006; 

Greter et al., 2005; R. Liu et al., 2022). A su vez, la estimulación y activación de los linfocitos T 

autorreactivos conduce a la expansión clonal de los linfocitos T CD4+, que se diferenciarán en los 

subtipos Th1 y Th17, productores de citoquinas proinflamatorias como IFN-ɔ, TNF-Ŭ, IL-17 y GM-CSF 

(por sus siglas en inglés, Granulocyte macrophage colony stimulating factor). La presencia de las 

mencionadas citoquinas en el microambiente activa a macrófagos, células dendríticas, astrocitos y 
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células de la microglía, quienes en forma subsecuentemente, reclutan linfocitos B, linfocitos T CD8+ 

citotóxicos y mastocitos. El reclutamiento de todas estas células y la producción de citoquinas 

proinflamatorias, junto con otras moléculas neurotóxicas, conduce a la inflamación y promueve el daño 

del sistema nervioso central a través de la destrucción de la mielina y los oligodendrocitos (Rodríguez 

Murúa et al., 2022; G. F. Wu & Alvarez, 2011) (Figura 4). 

Además de los linfocitos T autorreactivos, también existe una población de linfocitos B 

autorreactivos. Según la literatura, existen estudios que sugieren que la presentación antigénica y 

coestimulación de linfocitos B autorreactivos en el SNC podría activar linfocitos T proinflamatorios, 

que secretarian de forma recíproca citoquinas inflamatorias y a través de la interacción activaría nuevos 

linfocitos B autorreactivos. De forma simultánea, los linfocitos B autorreactivos podrían diferenciarse a 

células plasmáticas productoras de anticuerpos, que reconocen las vainas de la mielina y las proteínas 

de los oligodendrocitos. La unión de los anticuerpos a sus blancos induce la activación de complemento 

y promueve el daño tisular, pero también activaría otras células como las NK que a través de un 

mecanismo citotóxico también contribuyen a la destrucción de los tejidos (Comi et al., 2021; Dhaiban 

et al., 2021; R. Li & Bar-Or, 2019). 

Por su parte, durante el periodo de remisión los pacientes con EM atraviesan una etapa de 

recuperación, que puede ser completa o parcial, y donde ocurre la remielinización de los axones; un 

proceso que se basa en la reparación de las vainas de mielina dañadas. Las células involucradas en la 

remielinización son las células de la microglía, células precursoras de oligodendrocitos, 

oligodendrocitos maduros y astrocitos (Maciak et al., 2023). Los oligodendrocitos son las principales 

células productoras de mielina en el SNC y son las responsables de reconstruir las vainas de la mielina 

luego del daño. Las células de la microglia y los astrocitos tienen un rol fundamental en el proceso de 

reparación, a través de la eliminación de las células dañadas, así como también en la producción de 

citoquinas y factores de crecimiento (Uyeda & Muramatsu, 2020). Otras células importantes durante el 

proceso de remisión son los linfocitos T reguladores que secretan citoquinas inmunosupresoras y otras 

moléculas antiinflamatorias, que regulan y limitan la inflamación del SNC (Mascanfroni et al., 2015). 
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Figura 4: Mecanismos inmunes involucrados en el daño a la mielina. 1) Los linfocitos Th1 y Th17 

secretan distintas citoquinas proinflamatorias que activan la respuesta patológica de macrófagos, células 

de la microglia y linfocitos B. Dicha respuesta es soportada por los astrocitos que promueven una 

respuesta inmune adicional a través de la secreción de citoquinas y quimiocinas. 2) El daño a la mielina 

y a los axones, se produce por el accionar de linfocitos B, macrófagos, células de la microglia y 

astrocitos. 3) La respuesta inflamatoria en el SNC es modulada por los linfocitos T reguladores. Imagen 

adaptada de (Rodríguez Murúa et al., 2022) 

 

 

1.8. Etiología  
 

Al día de la fecha, la etiología de la esclerosis múltiple no se encuentra completamente 

dilucidada dado que no existe un único factor que pueda explicar el establecimiento y desarrollo de esta 

patología neurodegenerativa en el 100 % de los casos. Sin embargo, y basado en el gran volumen de 

literatura especializada al respecto, se puede hipotetizar sobre una compleja interacción que involucra a 

diversos factores, tanto genéticos como ambientales, y que determinarían la susceptibilidad de un 

individuo a desarrollar la enfermedad (Alfredsson & Olsson, 2019; Goodin et al., 2021; Olsson et al., 

2017; Waubant et al., 2019). En este sentido, se describió que la variabilidad genética sólo podría 

explicar, aproximadamente, el 30 % del riesgo de desarrollar EM (International Multiple Sclerosis 

Genetics Consortium, 2019a), mientras que el 70 % restante debería ser atribuido a factores ambientales 

tales como la obesidad, el hábito tabáquico, la falta de vitamina D o infecciones por virus de la familia 
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Orthoherpesviridae, en particular el virus de Epstein Barr (EBV) (Belbasis et al., 2020; Vandebergh, 

Degryse, et al., 2022; Waubant et al., 2019).  

 

 

1.8.1.  Factores genéticos 

 

La genética cumple un rol importante en el desarrollo de la EM, particularmente en el caso de 

la EM familiar. Esto fue descripto en múltiples estudios en grupos familiares con EM, donde el factor 

genético preponderó sobre los factores ambientales (Hansen et al., 2005; OôGorman et al., 2013; Willer 

et al., 2003). Más aún, según estudios previos, el riesgo de desarrollar EM familiar en gemelos 

monocigóticos es del 17 %, en comparación con el 2 % en el caso de gemelos dicigóticos. De forma 

similar, el hecho de tener un hermano con EM aumenta el riesgo del individuo entre 20 y 40 veces, 

comparado con individuos sin historia familiar de EM (Ascherio et al., 2012; Ehtesham et al., 2021; 

Reich et al., 2018; Sawcer et al., 2014). A través de estudios de secuenciación de exoma de distintas 

familias con múltiples miembros que padecían EM, se ha identificado variantes genéticas en los genes, 

CYP27B1, TYK2, NR1H3 y NLRP1 (Dyment et al., 2012; Maver et al., 2017; Ramagopalan et al., 

2011; Z. Wang et al., 2016). Sin embargo, aún no se han descripto variantes genéticas con alta 

penetrancia en la EM que estén presentes en todos los miembros de familias o en todas las familias con 

EM familiar (Farez et al., 2014). Si bien estos estudios demostraron una relación genética en los casos 

de EM familiar, no explican el desarrollo de dicha enfermedad en individuos sin historia familiar de 

EM. En este sentido, cabe resaltar que la mayor proporción de casos de EM corresponde a individuos 

sin antecedentes familiares dado que la EM familiar solo incluye el 12,6 % del total de casos (Ehtesham 

et al., 2021; Harirchian et al., 2018).    

En años recientes, y gracias a la aparición y desarrollo de distintas técnicas de secuenciación 

masiva del ADN, se han detectado más de 200 regiones genéticas distintas que confieren susceptibilidad 

al desarrollo de la EM (Beecham et al., 2013; Patsopoulos, 2018; Thompson, Baranzini, et al., 2018). 

Hasta el momento, la evidencia más contundente, sobre dicha susceptibilidad es la relación con algunos 

alelos del complejo mayor de histocompatibilidad, particularmente el alelo de riesgo HLA-DRB15:01 

(Kular et al., 2018; Murata, 2023; Patsopoulos et al., 2013) y la ausencia del alelo protectivo HLA-

A*02:01 (Maghbooli et al., 2020; Ogawa et al., 2019). En este sentido, estudios previos reportaron que 

la prevalencia de dicho alelo está relacionado con un desarrollo más temprano de la enfermedad, así 

como también se relaciona con el sexo femenino, el empeoramiento de los síntomas, la presencia de 

BOCs en LCR, una mayor carga lesional en el cerebro y atrofia cortical (Balcerac & Louapre, 2022; 

Balnyte et al., 2013; Hollenbach & Oksenberg, 2015). El péptido autoantigénico presentado por el alelo 

HLA-DRB15:01, es el péptido de la proteína básica de la mielina (MBP) MBPηδḍθθΞ(Mamedov et al., 

2020). A su vez, muchos de los polimorfismos únicos de nucleótidos detectados yacen en regiones 

regulatorias o en la región codificante de genes asociados a la función inmunológica. En este contexto, 
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y por mencionar los más relevantes, entre otros se han descripto diferentes polimorfismos en los genes 

IL-17R, IL-2RA, TNFR1, BAFF, CYP2R1 e IQGAP1 (Dobson & Giovannoni, 2019; Waubant et al., 

2019).   

 

1.8.1.1.  IQGAP1 (IQ motif containing GTPase activating protein 1) 

 

La proteína IQGAP1 pertenece a la familia de las proteínas IQGAP que incluye a IQGAP1, 

IQGAP2 e IQGAP3, todas las isoformas comparten estructura, dominios y la función de mediar 

interacciones proteína-proteína (Hedman et al., 2015). IQGAP1 es la isoforma mejor caracterizada y es 

expresada de forma ubicua en todos los tipos celulares (Delgado et al., 2021; Malarkannan et al., 2012). 

A través de su interacción con múltiples proteínas blanco, participa en la regulación de funciones 

celulares que incluyen: señalización calcio/calmodulina a través de su interacción directa con ambas 

moléculas y la formación de un complejo que regula la progresión del ciclo celular y la arquitectura del 

citoesqueleto. También regula la señalización CDC42 y Rac1; a través de su interacción IQGAP1 inhibe 

la actividad intrínseca de la GTPasa de Cdc42 y Rac1 para estabilizar la unión de GTP en su forma 

activa y de esta forma regula el crosslinking de los filamentos de actina, la dinámica de los microtúbulos 

y la adhesión célula-célula mediada por E-cadherina, transcripción mediada por ɓ-catenina, tráfico de 

vesículas intracelulares, regulación de diversos factores nucleares y señalización celular (Briggs & 

Sacks, 2003; S. Choi & Anderson, 2016; Hedman et al., 2015; Thines et al., 2023; Watanabe et al., 

2015). A su vez, se relaciona a la proteína IQGAP1 con el desarrollo de cáncer, ya que se reportó su 

sobreexpresión en diversos tipos de tumores, como el carcinoma hepatocelular, el melanoma, el 

carcinoma de mama, cáncer de colon y en gliomas (Hebert et al., 2020; Peng et al., 2021; White et al., 

2009). Sin embargo, diversos estudios in vivo presentaron resultados contrapuestos sobre ésta teoría; 

mientras que en una serie de trabajos se demostró que el aumento en la expresión de IQGAP1 

contribuiría al crecimiento tumoral y a la desmejoría en el pronóstico (Jameson et al., 2013; Liang et al., 

2017; Wei & Lambert, 2021), otros estudios demostraron que la deleción de IQGAP1 en células 

tumorales o estromales beneficiaria la tumorigénesis modulando la actividad de la proteína que codifica 

para el factor de crecimiento transformante (TGF, por sus siglas en inglés) a través de su unión al 

receptor de TGF (Bessède et al., 2016; Hensel et al., 2015; C. Liu et al., 2013; Wei & Lambert, 2021). 

De modo similar, también se relaciona la actividad regulatoria de IQGAP1 con la modulación de células 

del sistema inmunitario, en particular con células Natural Killer (NK) (Abel et al., 2018a; Awasthi et al., 

2010) y linfocitos T y B (Lella & Malarkannan, 2023; Malarkannan et al., 2012; J. C. Wang et al., 2017). 

Se determinó que IQGAP1 modula negativamente la respuesta inmune de los linfocitos T, así como 

también que su eliminación conduce a un aumento de la producción de citoquinas y una mayor 

proliferación de los linfocitos T (Okuyama et al., 2020). Más aún, según reportes previos usando un 

modelo in vivo de ratón, se demostró que la inflamación en el cerebro y la espina dorsal resultó ser más 

severa en ratones knockout para IQGAP1 en comparación con los ratones salvajes; motivo por el cual 
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se postuló que IQGAP1 podría estar implicada en desórdenes inflamatorios (Gorman et al., 2012b; 

Okuyama et al., 2020; S. Sharma et al., 2011). En paralelo, y en cuanto a la relación entre la proteína 

IQGAP1 y la EM, según un estudio bioinformático se determinó que IQGAP1 se encuentra 

sobreexpresado en 18/19 tejidos de pacientes con EM, en comparación con individuos control (A. Liu 

et al., 2022). Sin embargo, según este estudio, la expresión de la molécula CD40 se encontraría 

disminuida en células de los pacientes con EM comparado con los controles y esta información es 

contradictoria a lo que indica el resto de los autores, donde han visto un aumento en la expresión de 

CD40 asociada al riesgo del desarrollo de la enfermedad (Casiraghi et al., 2015; Fadul et al., 2021). Por 

su parte, se describió que el polimorfismo de nucleótido único (SNP, por su sigla en inglés): rs11609, 

correspondiente al cambio C/G en la posición cromosómica 90500533, en el gen IQGAP1 se encuentra 

asociado al riesgo de desarrollar EM. Más aún, la modificación del riesgo por parte de este SNP también 

varía en función de si se encuentra en homocigosis o heterocigosis, dado que en individuos que presentan 

homocigosis del alelo rs11609 se reportó un aumento en la expresión del ARNm de IQGAP1 en 

comparación con individuos que portan el alelo salvaje (Keshari et al., 2016).  

 

1.8.2. Factores ambientales  

 

Teniendo en cuenta que la susceptibilidad genética sólo puede explicar una fracción del 

incremento en el riesgo del desarrollo de la EM, el estilo de vida y los factores ambientales deben ser 

considerados al momento de calcular el riesgo asociado a dicha enfermedad. Si bien podrían ser factores 

aditivos independientes, también se considera la posibilidad de que haya una interacción sinérgica entre 

los distintos factores (Jacobs et al., 2020; Waubant et al., 2019). Más allá de que el estudio y la 

cuantificación de los factores ambientales es más complejo que el análisis genético, resulta de gran 

importancia identificarlos y poder así accionar sobre los mismos, o incluso prevenirlos. La evidencia 

más contundente, referida al riesgo del desarrollo de EM, es al día de la fecha, la relacionada con: el 

hábito tabáquico, la obesidad durante la adolescencia, los bajos niveles de vitamina D y las infecciones 

virales (particularmente con el virus Epstein Barr) (J. Huang, Kockum, et al., 2022; Maroufi et al., 2021; 

Zarghami et al., 2021).  

 

 

1.8.2.1. Hábito tabáquico 

 

Distintos metaanálisis así como también revisiones de literatura describieron una fuerte asociación entre 

el hábito tabáquico y el riesgo del desarrollo de la EM (Handel et al., 2011; Hernán et al., 2005; 

Manouchehrinia et al., 2022; Nishanth et al., 2020.). Según estudios epidemiológicos, existe un aumento 

de hasta el 50 % en el riesgo de desarrollar EM en individuos que fuman comparado con individuos que 

nunca fumaron (Poorolajal et al., 2017). Dicha asociación estaría relacionada directamente con la 

cantidad de cigarrillos que se consumen por día (dosis dependiente) así como también de la cantidad de 
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años durante los cuales se mantuvo el hábito tabáquico (Hedström et al., 2013; Pekmezovic et al., 2006). 

Más aún, también se estableció una relación entre la progresión de la enfermedad y el consumo de 

cigarrillos. En este sentido, fumar de manera regular se asoció con un fenotipo progresivo de la 

enfermedad y el agravamiento de la discapacidad, mientras que dejar de fumar, ya sea antes o después 

del inicio de la enfermedad, se relacionó con una progresión más lenta de la discapacidad (Healy et al., 

2009; Hernán et al., 2005; Manouchehrinia et al., 2013). Si bien se propusieron varios mecanismos a fin 

de explicar los efectos adversos del hábito tabáquico, incluyendo los efectos sobre la desmielinización, 

la producción de citoquinas proinflamatorias, la alteración de la barrera hematoencefálica, los efectos 

inmunomoduladores y el aumento del óxido nítrico y los metabolitos del óxido nítrico, todos 

permanecen aún bajo estudio y sujetos a discusión (Arneth, 2020; Ascherio et al., 2012; Nishanth et al., 

2020.).    

 

 
1.8.2.2.  Sobrepeso y Obesidad  

 

Según los estudios llevados a cabo en distintas poblaciones, se estableció que existe una ventana de 

tiempo crítica, durante la cual un factor de riesgo tiene un mayor efecto en el desarrollo de la 

enfermedad; tal sería el caso de la obesidad. En este sentido, se demostró que la obesidad durante la 

adolescencia es un factor crítico que aumenta el riesgo de desarrollar EM en la edad adulta (Cortese 

et al., 2018; Høglund et al., 2021; Schreiner & Genes, 2021; Wesnes et al., 2015). Por el contrario, otros 

estudios demostraron que la práctica diaria de ejercicio parecería ser un factor protectivo e incluso que 

podría ayudar a combatir los efectos secundarios de la enfermedad, a través de la modulación de factores 

inmunitarios y hormonas asociadas al estrés  (Cortese et al., 2018; C. Li et al., 2022; Mokhtarzade et al., 

2019). Si bien se encontró evidencia que relaciona la EM con la obesidad, los mecanismos a través de 

los cuales el índice de masa corporal (IMC) influencia el curso de la enfermedad no están del todo claros. 

En la actualidad, existen 3 propuestas principales que buscan dar respuesta a esta relación: i) El tejido 

adiposo produce y libera citocinas proinflamatorias, tales como IFNɔ y TNFŬ, que promueven la 

respuesta Th1 y reducen la actividad de las células T reguladoras (Marrodan et al., 2021; Matarese et al., 

2005). ii) Los individuos con elevado IMC, y que a su vez portan el alelo de riesgo HLA-DRB15:01, 

poseen 14 veces mayor posibilidad de desarrollar EM, comparado a los individuos que poseen el alelo 

protectivo HLA-A*02 (Gianfrancesco et al., 2017; Hedström et al., 2014). iii) Las personas con mayor 

IMC presentan niveles más bajos de vitamina D que las personas con un IMC normal, siendo que los 

bajos niveles de vitamina D son considerados como un factor asociado al riesgo de desarrollar EM 

(Harroud et al., 2021; Jacobs et al., 2020; Tobias et al., 2023; Vandebergh, Dubois, et al., 2022).  

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?90E9Yp
https://www.zotero.org/google-docs/?UvnMHC
https://www.zotero.org/google-docs/?UvnMHC
https://www.zotero.org/google-docs/?UpCBs0
https://www.zotero.org/google-docs/?UpCBs0
https://www.zotero.org/google-docs/?UpCBs0
https://www.zotero.org/google-docs/?UpCBs0
https://www.zotero.org/google-docs/?1oNQ3U
https://www.zotero.org/google-docs/?1oNQ3U
https://www.zotero.org/google-docs/?wTf22C
https://www.zotero.org/google-docs/?wTf22C
https://www.zotero.org/google-docs/?yQtMyf
https://www.zotero.org/google-docs/?yQtMyf
https://www.zotero.org/google-docs/?dlGg9C
https://www.zotero.org/google-docs/?J9tryE


Introducción 

   - 17 -   

1.8.2.3.  Dosaje de vitamina D 

 

Numerosos estudios demostraron que el incremento en los niveles de vitamina D antes de los 20 años, 

así como también su suplementación durante la edad adulta, confieren protección frente a la EM 

(Ascherio et al., 2012; K. L. Munger et al., 2006; Olsson et al., 2017). Por el contrario, el déficit en los 

niveles de vitamina D se correlacionan con un aumento en la actividad de la enfermedad y la progresión 

de la misma a lo largo del tiempo (Ascherio et al., 2014; Sandberg et al., 2016). El rol de la vitamina D 

en el desarrollo de la EM está sustentado también por evidencia genética. Se detectaron ciertos 

polimorfismos que se encuentran en regiones cercanas a genes involucrados en el metabolismo o 

regulación de la misma, que estarían involucrados en un aumento de susceptibilidad de la EM. Por 

ejemplo, en los genes que codifican para las proteínas CYP27B1 (Simon et al., 2011; Sundqvist et al., 

2010), DHCR7, CYP24A1 y CYP2R1 (T. J. Wang et al., 2010). En forma adicional, también se 

demostró la interacción entre este factor ambiental y el alelo de riesgo HLA-DRB15:01 (Handunnetthi 

et al., 2010; Ramagopalan & Ebers, 2009). En particular, se identificó un elemento funcional de 

respuesta de vitamina D (VDRE, por sus siglas en inglés) localizado en la región promotora del HLA-

DRB1 al cual se une la vitamina D y particularmente este elemento siempre está presente en el haplotipo 

HLA-DRB1*15 (Ramagopalan et al., 2009). Tal como ocurre para el resto de los factores ambientales 

involucrados en el aumento de susceptibilidad de la EM, el mecanismo a través del cual la vitamina D 

confiere un efecto protectivo aún es desconocido. La teoría más aceptada en la actualidad, postula 

principalmente su rol como factor inmunomodulador (Correale et al., 2009; Saini et al., 2016). Esta 

teoría se sustenta en el hecho de que en su forma activa, la vitamina D está involucrada en la activación 

y proliferación de linfocitos B y T, la diferenciación de linfocitos T a los perfiles Th1, Th17 y Treg, el 

reclutamiento de linfocitos T específicos de tejido y la producción de distintos isotipos de anticuerpos 

específicos (IgA e IgG), todos procesos desregulados en una enfermedad autoinmune como la EM 

(Dudani et al., 2011; Miclea et al., 2020; Mora et al., 2008; Sintzel et al., 2017). Sin embargo, los 

estudios clínicos randomizados de suplementación de vitamina D a pacientes con EM, no demostraron 

un impacto efectivo en la enfermedad (Cassard et al., 2023; Dörr et al., 2020; Hupperts et al., 2019).  

 

 

 

1.8.2.4.  Agentes infecciosos  

 

Uno de los factores más estudiados en los últimos años en relación con el riesgo de desarrollar la EM es 

la presencia de agentes infecciosos, especialmente los virus de la familia Orthoherpesviridae, como el 

Varicellovirus humanalpha3 (virus Varicela Zoster), Lymphocryptovirus humangamma4 (virus de 

Epstein Barr), Cytomegalovirus humanbeta5 (Citomegalovirus) o los Roseolovirus humanbeta6a y 

Roseolovirus humanbeta6b, donde los dos últimos son virus muy relacionados y conjuntamente 

denominados herpesvirus humano 6 (Donati, 2020; Sedighi et al., 2022a; J. O. Virtanen & Jacobson, 

2012). En forma adicional, también se describió que las infecciones bacterianas por Chlamydia 
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pneumoniae y Staphylococcus aureus podrían actuar como factores iniciadores del desarrollo de la 

esclerosis múltiple (Alinezhad et al., 2021; Arjmandi et al., 2023; Cossu et al., 2018). La principal 

relación que se encuentra con la enfermedad es la epidemiología, el aumento de la respuesta inmunitaria 

a los agentes infecciosos, la evidencia en modelos animales o en otras enfermedades desmielinizantes 

que demuestran que los patógenos mencionados podrían inducir daño de la mielina con una 

conservación relativa de los axones, provocando daños en el sistema nervioso central e inflamación 

(Marrodan et al., 2019; Venkatesan & Johnson, 2014).   

 

1.8.2.4.1. Citomegalovirus 

 

El Citomegalovirus (CMV), o Cytomegalovirus humanbeta5, infecta a más del 70 % de la población 

mundial. Se transmite principalmente a través de la vía sexual o el contacto con saliva u orina del 

individuo infectado. Sus células diana son las del linaje mieloide, en especial macrófagos y células 

dendríticas y se replica en las glándulas salivales y el tejido cerebral (Griffiths et al., 2015; Gupta & 

Shorman, 2023; Olival et al., 2013). Si bien en la mayoría de los casos, la infección es asintomática, 

luego de la infección primaria, el CMV permanece latente en las células presentadoras de antígenos que, 

ocasionalmente pueden reactivarse y presentar el antígeno a las células T, promoviendo la activación y 

expansión de linfocitos T CD4+CD28null, que se postuló podrían contribuir a la patología de 

enfermedades autoinmunes (Hanley & Bollard, 2014). La evidencia al día de la fecha que propone una 

asociación del CMV con la EM es contradictoria; dado que existen estudios que lo postulan como 

posible responsable en el desarrollo de la EM, mientras que otros postulan que su rol podría ser 

protectivo (Thakolwiboon et al., 2020a; Vanheusden et al., 2015a). La evidencia a favor de un rol 

perjudicial en la enfermedad se basa en que los pacientes con EM presentan mayor seropositividad y, a 

su vez, tienen mayores títulos de anticuerpos IgG específicos anti-CMV y carga viral, comparado con 

los individuos sanos (Horakova et al., 2013; Salim et al., 2017; Sanadgol et al., 2011). Sumado a esta 

evidencia, se determinó que los pacientes seropositivos para CMV presentan mayor atrofia de la 

sustancia gris y del cerebro en comparación con los individuos CMV negativos (Zivadinov et al., 2014). 

Por otro lado, existe evidencia en favor de un rol protectivo de la enfermedad, según estudios de 

metaanálisis o estudios previos al desarrollo de la EM, la seropositividad del CMV estaría asociada con 

una reducción en el riesgo del desarrollo de la enfermedad y con menor atrofia cerebral (Grut et al., 

2021; Sundqvist et al., 2014; Zivadinov et al., 2006a). Dado lo expuesto anteriormente, el rol del CMV 

en la patología de la enfermedad es aún especulativo y sin implicancias en el cuidado o la prevención 

de la enfermedad (Alari-Pahissa et al., 2018; Grut et al., 2021; Pakpoor, Pakpoor, et al., 2013).   

 

1.8.2.4.2.  Virus Varicella Zoster 

 

En países templados, la infección con el Virus Varicella Zoster (VZV, por sus siglas en inglés), o 

Varicellovirus humanalpha3, ocurre normalmente durante la niñez; y en edad adulta, aproximadamente 
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un 90-95 % de los individuos son seropositivos para la VZV (Amjadi et al., 2017; Gershon et al., 2015). 

Por su parte, en países tropicales o subtropicales la seroprevalencia disminuye, siendo en este caso del 

40-60 % en países como Pakistán, Singapur e India o aproximadamente del    80 % en Emiratos Árabes 

y Arabia Saudita (Daulagala & Noordeen, 2018). El contagio ocurre a través de aerosoles respiratorios 

o el contacto directo con los fluidos de las vesículas. Durante la infección primaria, el virus infecta 

células epiteliales, en las cuales se replica, y los viriones liberados se esparcen hacia los ganglios 

linfáticos (Zerboni et al., 2014). Luego de la primoinfección el virus permanece en estado de latencia en 

los ganglios dorsales (Ayoade & Kumar, 2023). Tal como ocurre con el CMV, la evidencia de la relación 

entre el VZV y la EM es inconclusa dado que en la literatura médica existen trabajos que describen su 

papel como cofactor en el desarrollo de la enfermedad, así como también existen estudios que le asignan 

un rol protectivo (Khalesi et al., 2023; Rice et al., 2021; K. Sharma et al., 2022). En este sentido, una 

revisión de 6 estudios observacionales de la población determinó un aumento en el riesgo de desarrollar 

EMRR en los individuos con infección pasada por VZV (McKay et al., 2015). En el mismo sentido, 

otros estudios lograron detectar ADN del virus tanto en LCR (100 %) como en CMSP (90 %) durante 

los episodios de recaídas, mientras que durante la etapa de remisión dichos porcentajes disminuyen 

(Rodríguez-Violante et al., 2009a; Sotelo et al., 2014). La presencia de ADN viral en los mencionados 

compartimentos durante el período de recaída de la enfermedad implicaría una reactivación del virus y 

que la misma podría estar participando de la patogénesis de la enfermedad (Sotelo et al., 2007a). Por 

otro lado, distintos autores no validaron dicha relación, demostrando que el ADN del virus en los 

individuos con EM es indetectable tanto en el suero como en el LCR o que no existe correlación entre 

la seroprevalencia del VZV y la enfermedad (Franciotta et al., 2009; Marrie, 2004; Marrie & Wolfson, 

2001a).  

 

 

1.8.2.4.3.  Generalidades del Epstein Barr 

 

El virus Epstein Barr (EBV, por sus siglas en inglés) o lymphocryptovirus humangamma4, es un virus 

ubicuo, que se estima que infecta a más del 90 % de la población mundial (Damania et al., 2022; Gross 

et al., 2010; Hoover & Higginbotham, 2023; Tzellos & Farrell, 2012). El EBV es uno de los herpesvirus 

humanos que evolucionó juntamente con el hombre, desarrollando estrategias de persistencia a largo 

plazo beneficiosas para la supervivencia viral (Ba Abdullah et al., 2017; Berenstein et al., 2018). La 

edad de contagio del EBV está influenciada principalmente por los factores socioeconómicos de la 

población. Típicamente, en países en vías de desarrollo, donde los niños están en contacto muy estrecho 

con sus pares y comparten juguetes, biberones y utensilios, la infección primaria es asintomática y ocurre 

durante la infancia (P. A. Chabay & Preciado, 2013). Por su parte, en países desarrollados, la 

primoinfección con EBV suele demorarse hasta la adolescencia o adultez temprana, donde la infección 

suele producir síntomas más severos, conocidos como mononucleosis infecciosa (MI) (Mohseni et al., 

2023; Rostgaard et al., 2019). Por su parte, el EBV tiene la capacidad de transformar células B in vitro 
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e in vivo y debido a esto la Asociación Mundial de la Salud lo considera un agente carcinógeno tipo 1 

en humanos desde el año 1997 (Humans, 1997). El potencial oncogénico del EBV fue demostrado por 

infecciones in vitro de linfocitos B y su posterior transformación en líneas celulares linfoblastoides 

(Saha & Robertson, 2019). Si bien el EBV no infecta animales pequeños de laboratorio (F. Wang, 2013), 

a través de un estudio in vivo se demostró la capacidad del EBV de transformar fibroblastos de ratón y 

volverlos tumorales (D. Wang et al., 1985). Otras aproximaciones que lograron realizarse hasta el 

momento incluyen el uso de ratones transgénicos que desarrollan tumores de linfocitos B y la infección 

con el EBV en ratones reconstituidos con células hematopoyéticas humanas que transitan un linfoma 

(Münz, 2017b; Sommermann et al., 2020). El EBV es relacionado con una variedad de enfermedades 

neoplásicas tales como: carcinoma nasofaríngeo, linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, carcinoma 

gástrico y desórdenes linfoproliferativos post trasplante (Ayee et al., 2020; P. J. Farrell, 2019; Kanda 

et al., 2019; Neves et al., 2017; Shannon-Lowe & Rickinson, 2019; Wong et al., 2022). 

 

1.8.2.4.3.1. Distribución geográfica y variación genética del EBV 

 

El EBV infecta en forma exitosa a todas las poblaciones en todas las regiones geográficas del planeta; 

sin embargo, presenta variaciones geográficas en cuanto a la distribución de genotipos virales y 

porcentaje de asociación con las diferentes patologías neoplásicas. Se han identificado dos tipos virales: 

EBV1 y EBV2 (antiguamente denominados tipo A y B). EBV1 y EBV2 difieren principalmente en la 

secuencia de los genes que codifican para los antígenos nucleares EBNA2, EBNA3A, EBNA3B y 

EBNA3C (Humans, 2012; Murata, 2023; Sample et al., 1990). El EBV de tipo 1 es el más predominante 

en el mundo, presente en Europa, Asia y América (Norte y Sur), mientras que el EBV de tipo 2 se 

encuentra principalmente en Alaska, Papúa Nueva Guinea y África Central (Blazquez et al., 2021; 

Chiara et al., 2016; Correia et al., 2018; Neves et al., 2017; Telford et al., 2020). 

Una característica particular de las enfermedades vinculadas al EBV, es la variabilidad en la frecuencia 

de aparición de estas patologías en distintas regiones del mundo, así como la sintomatología que incluye 

infecciones asintomáticas, así como también infecciones asociadas a tumores malignos (W. Huang et al., 

2023). En particular, el carcinoma nasofaríngeo tiene una alta prevalencia en el sudeste asiático, 

mientras que en el norte de África es menos común y prácticamente no se detectan casos en América 

del Sur (C.-L. Hsu et al., 2024). Sin embargo, la asociación con el EBV es del 95 % en todas las regiones 

geográficas (Su et al., 2023). Por otro lado, el linfoma de Burkitt es común en África ecuatorial, donde 

la relación con el virus es casi del 100 %, mientras que, en otras partes del mundo, donde se presenta de 

forma esporádica, su incidencia es más baja, y la vinculación con el EBV varía entre un 20-30 % en 

países desarrollados, hasta un 90 % en algunas poblaciones, como en el noroeste de Brasil (Al -Khreisat 

et al., 2023; Brady et al., 2007a). En cuanto al linfoma de Hodgkin (LH), la incidencia es 

considerablemente más alta en Europa y América del Norte, pero se reduce en América del Sur, siendo 

raro en África y el sudeste asiático (J. Huang, Pang, et al., 2022; Zhou et al., 2019). La relación con el 
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EBV varía según el nivel socioeconómico de la región, mostrando una mayor asociación en países en 

desarrollo que en los desarrollados. No obstante, en Argentina, los porcentajes de asociación son 

similares a los de los países más avanzados [Chabay et al., 2008; De Matteo et al., 2003; Dinand et al., 

2006; Weiss, 2000]. 

Si bien las variantes virales, basadas en polimorfismos en diferentes genes virales, y asociados 

principalmente con distintas patologías neoplásicas fueron ampliamente descriptas (Correia et al., 2018; 

Kanda et al., 2019), sólo se realizaron escasos estudios de variantes virales y su asociación con la EM 

(Brennan et al., 2010; Mechelli et al., 2015a; Tschochner et al., 2016) y ninguno de estos estudios 

incluyó pacientes con EM de nuestra región geográfica. Este último hecho es el motor que impulsa la 

necesidad de caracterizar polimorfismos en genes virales que podrían jugar un papel de importancia en 

el establecimiento y progresión de la EM, en particular en una población de pacientes y dadores sanos 

de nuestra región geográfica. En este trabajo de tesis, buscamos caracterizar posibles polimorfismos en 

los genes que codifican para la interleuquina 10 viral (vIL10) y en el antígeno nuclear 2 de Epstein Barr 

(EBNA2).  

 

 

1.8.2.4.3.2.  Expresión de genes líticos y de latencia 

 

El genoma del EBV es una molécula de ADN doble cadena de 172 Kpb que codifica para alrededor de 

100 genes organizados en 85 marcos abiertos de lectura (ORFs por sus siglas en idioma inglés), que 

pueden ser transcriptos a partir de diferentes promotores. Más aún, el genoma viral posee dos orígenes 

de replicación, OriP y OriLyt, que posibilitan la replicación del genoma viral en los dos estados de la 

infección (Smatti et al., 2018a). Esta estructura genómica le permite al virus, la expresión diferencial de 

genes en las dos fases de la infección: la fase lítica, donde se expresan la mayor parte de los genes 

virales, y la fase de latencia, en la cual sólo se traducen los 9 genes de latencia (Murata, 2023). Durante 

la fase l²tica, el genoma viral adopta una forma lineal. A lo largo de esta etapa, el virus se replica y 

genera progenie, motivo por el cual se la conoce también con el nombre de fase replicativa. En esta 

etapa se expresan todos los ORFs, que se clasifican en inmediatamente tempranos, tempranos y tardíos 

(Chiu & Sugden, 2016; Gruffat et al., 2016). Los genes inmediatamente tempranos (BZLF1 y BRLF1, 

que codifican para los antígenos Zta y Rta, respectivamente) actúan como factores de transcripción viral 

de los genes tempranos. A su vez, son considerados transactivadores del programa viral lítico, ya que 

son los responsables del cambio desde el estado de latencia al ciclo lítico (Ali et al., 2022; H. Li et al., 

2016). Los genes tempranos están involucrados en la replicación, metabolismo, bloqueo de 

procesamiento antigénico y son proteínas transactivadores de los genes tardíos. Entre los genes 

tempranos se pueden nombrar: BGLF5 (ADNsa alcalina), BXLF1 (timidina quinasa), BALF5 (ADN 

polimerasa), BALF2 (proteína de unión al ADN), BMRF1 (antígeno temprano difuso EA/D), BHRF1 

(p17), BLRF2 (p23), BSLF1 (primasa), BBLF4 (ADN helicasa), BBLF2 (factor asociado a primasa) y 
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BCRF1 (vIL10, interleuquina 10 viral) (A. Chakravorty et al., 2019; Shareena & Kumar, 2023). 

Finalmente, los genes tardíos codifican principalmente para proteínas estructurales; en este sentido se 

pueden mencionar a las glicoproteínas de la membrana viral, proteínas involucradas en la interacción 

con el receptor celular, la fusión con la membrana de la célula diana y la entrada viral (BLLF1 

(gp350/220 unión con el receptor CD21), BXLF2 (gp85, gH), BKFR2 (gp25, gL), BZLF2 (gp42) y 

BALF4 (gp 110, gB)), la proteína del tegumento viral  BNRF1 (p143) y las proteínas de la cápside viral 

BCLF1 (VCA p55), BDRF1 (VCA p40) y BFRF3 (VCA p18) (Murata et al., 2021; Yap et al., 2022).  

Luego de la infección lítica, el genoma del EBV se circulariza y durante la fase de latencia viral 

permanece en el núcleo del linfocito B en forma de episoma extracromosómico. En este sentido, se 

estimó que 1 de cada millón de linfocitos B de memoria permanecen infectados por EBV a lo largo de 

la vida del portador (Bornkamm & Hammerschmidt, 2001; Buschle & Hammerschmidt, 2020). Durante 

la fase de latencia, no hay producción de partículas virales y la expresión de la mayor proporción de 

genes virales se encuentra silenciada, y de esta manera el virus evade al sistema inmunitario del 

hospedador (Murata, 2023; Price & Luftig, 2015). Existen diferentes programas de latencia viral, y estos 

dependen del tipo de célula infectada (linfocito B virgen, de centro germinal o de memoria) y/o de la 

etapa del ciclo infeccioso o de la patología a la cual el virus se encuentra asociado.  

Durante la fase de latencia, hay una expresión limitada de antígenos virales. La fase de latencia 0, es 

caracterizada por el arresto de todas las proteínas virales, sólo se transcriben los ARN no codificantes 

(BART, BHRF1 y EBER) y se asocia a la infección en un portador sano inmunocompetente (Morgan 

et al., 2022). En la fase de latencia I, solo se expresa el antígeno EBNA1 (antígeno nuclear 1), durante 

esta fase los linfocitos B de memoria se multiplican y se asocia con el linfoma de Burkitt (Amon & 

Farrell, 2005; Frappier, 2021). En la fase de latencia II, se induce la diferenciación de linfocitos B, se 

expresan los antígenos EBNA1, LMP1/2A y los ARN no codificantes EBERs y BARTs, se relaciona 

con las células tumorales del carcinoma nasofaríngeo y linfoma de Hodgkin (Price & Luftig, 2015; Yu 

& Robertson, 2023). La última fase, que es la más activa transcripcionalmente, es la fase de latencia III, 

en la misma se expresan todos los antígenos de latencia: antígenos nucleares EBNA1, 2, 3, 3A, 3B, 3C 

y LP y las proteínas de membrana LMPs (LMP1, 2A y 2B) (Bouvard et al., 2009; Price & Luftig, 2015). 

Dicha fase se encuentra asociada con desórdenes linfoproliferativos postrasplante, desorden 

linfoproliferativo ligado al cromosoma X y mononucleosis infecciosa (Frappier, 2021; Yu & Robertson, 

2023).  

1.8.2.4.3.3.  Ciclo de replicación viral  

 

 

El ciclo de replicación del EBV se divide en tres fases: infección primaria, latencia y reactivación lítica. 

El EBV se propaga a través de la saliva de un portador, y la infección primaria ocurre en la cavidad oral 

(orofaringe), principalmente en las amígdalas de un individuo susceptible. Según la teoría aceptada en 
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la actualidad, el virus tiene la capacidad de infectar células epiteliales donde se produce la infección 

lítica, con producción de nuevas partículas virales que conduce a la amplificación y liberación del virus 

que finalmente infectaran a los linfocitos B vírgenes subyacentes. Por su parte el EBV también tiene la 

capacidad de traspasar el epitelio faríngeo e infectar directamente los linfocitos B (Bu et al., 2022; 

Tonoyan et al., 2019). El virus EBV se une a través de la proteína viral gp350, a la proteína CD21 

presente en los linfocitos B vírgenes, seguido de la interacción de la proteína viral gp42 con la molécula 

MHC de clase II (Shannon-Lowe & Rowe, 2014). A su vez, como las células epiteliales carecen de la 

proteína CD21, la unión se produce por la interacción entre BMRF-2 (presente en el EBV) y la integrina 

ɓ1 (presente en las c®lulas epiteliales) (Speck et al., 2000; Xiao et al., 2009). Una vez que el virus es 

internalizado por la célula, su genoma es transportado al núcleo, donde será replicado por las ADN 

polimerasas (Odumade et al., 2011). Luego de la entrada a los linfocitos B existen dos escenarios 

posibles; el inicio del ciclo lítico; o por otro lado, el establecimiento del ciclo de latencia, que comienza 

expresando todos sus antígenos los cuales se van silenciando progresivamente hasta silenciarse por 

completo (Damania et al., 2022; Soldan & Lieberman, 2023).  

Una vez que el EBV infecta los linfocitos B vírgenes, induce su proliferación y su tránsito hacia el 

ganglio linfático, donde comienza la diferenciación a linfocitos B de memoria a través del centro 

germinal (Smatti et al., 2018a). A su vez, se postula que el EBV tiene la capacidad de infectar 

directamente los linfocitos B de memoria (Mrozek-Gorska et al., 2019a). En cualquier escenario posible, 

el virus permanecerá en los linfocitos B de memoria en estado de latencia 0 (donde deja de expresar sus 

antígenos virales y permanece indetectable para el sistema inmune) (Shannon-Lowe & Rickinson, 

2019). Eventualmente, los linfocitos B de memoria infectados en estado de latencia se reactivan frente 

a distintos estímulos y esto conduce a un nuevo ciclo de replicación viral con liberación de partículas 

virales infecciosas, de forma tal que el EBV puede diseminarse a nuevos hospedadores o mantener la 

infección persistente en el mismo hospedador (Figura 5) (Smatti et al., 2018a) . 
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Figura 5. Esquema de la infección primaria y persistente por EBV. Se muestra el compartimiento 

faríngeo y circulación periférica en ambas condiciones. En la infección primaria, la entrada del virus al 

organismo del hospedador se da a través del epitelio de la orofaringe. El EBV se replica en el epitelio 

oral formando focos de replicación lítica, los viriones se liberan e infectan linfocitos B vírgenes y/o de 

memoria. A su vez, se cree que el virus puede atravesar el epitelio e infectar directamente su célula 

blanco (linfocitos B). Estos linfocitos dirigidos por el EBV comienzan a proliferar, mientras que se va 

a montar una respuesta de linfocitos T CD8 primaria y de células NK para intentar controlar y detener 

la infección. Algunos linfocitos B infectados evadirán el sistema inmune y comenzarán a disminuir la 

expresión de sus antígenos virales, dejarán de proliferar y se convertirán en linfocitos B de memoria de 

reservorio. Una posible ruta, es a través del centro germinal, donde se diferencian a linfocitos B de 

memoria y el virus permanecerá en estado de latencia 0 (donde deja de expresar sus antígenos virales y 

permanece indetectable para el sistema inmune). Y la otra ruta es independiente del centro germinal, la 

diferenciación a linfocitos B de memoria es dirigida por el EBV. Ocasionalmente, ocurre la reactivación 

de los linfocitos B de memoria, que iniciarán nuevamente el ciclo lítico de la infección, posiblemente 

inducido por la diferenciación a células plasmáticas. Se producirán nuevas partículas virales infectivas 

que infectarán nuevas células epiteliales o linfocitos B, en los cuales iniciará un nuevo programa de 

latencia. De esta forma, el EBV se asegura de mantener la infección en el hospedador e infectar nuevos 

hospedadores.  

 

 

1.8.2.4.3.4.  Proteínas vIL10 y EBNA2 

 

Interleuquina 10 viral  

La interleuquina 10 viral, codificada por el gen BCRF1, se expresa en forma inmediatamente temprana 

durante la fase lítica de la infección y presenta un 80 % de identidad con su proteína homóloga celular, 

la interleuquina 10 humana (hIL10) (Jog et al., 2018). El EBV induce la expresión de vIL10 y hIL10 
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para evadir al sistema inmunitario y permanecer en el huésped con una infección persistente (Schönrich 

et al., 2022). La expresi·n de vIL10 inhibe la producci·n de citoquinas proinflamatorias como el IFNɔ, 

promueve la proliferación y diferenciación de los linfocitos B y la producción de inmunoglobulinas 

(Jochum et al., 2012). En el contexto de la EM y teniendo en cuenta el rol inmunomodulador de la vIL10, 

se podría proponer que los polimorfismos en la secuencia codificante de vIL10 podrían alterar el fino 

balance en el montaje de la respuesta inmune frente a la infección y que los polimorfismos en su 

promotor podrían afectar el nivel de expresión de la vIL10 (Bar-Or et al., 2020; Schönrich et al., 2022). 

Ambos escenarios, en forma aislada o en conjunto, podrían participar de la inmunomodulación que 

contribuya al establecimiento y progresión de la EM. Según mi mayor entender, al día de la fecha sólo 

se publicó un trabajo que estudió polimorfismos en la secuencia codificante de la vIL10 en niños con 

EM y no se describieron variantes asociadas con el riesgo de la enfermedad (Yea et al., 2013). Más aún, 

el estudio de polimorfismos en el gen que codifica para vIL10, en patologías neoplásicas como el 

carcinoma nasofaríngeo o el carcinoma gástrico, ambos asociados a EBV, describió un elevado grado 

de conservación de la secuencia de la vIL10, lo cual sugiere una función crítica de esta interleuquina en 

la evasión del sistema inmune del hospedador durante la replicación del EBV (Chao et al., 2011).  

 

Antígeno nuclear 2 de Epstein Barr  

El antígeno nuclear 2 de Epstein Barr (EBNA2) codificado por el gen BYRF1, es una de las seis 

proteínas virales expresadas en el núcleo de linfocitos B infectados en el estadio de latencia y es esencial 

para la inmortalización de las células B (Abel et al., 2018b). El antígeno EBNA2 posee la capacidad de 

modular la actividad de factores de transcripción celular como RBPJk, a través de la activación de las 

vías de señalización celular y el aumento de la expresión de moléculas marcadoras del linfocito B como 

CD23 y CD21 (Glaser et al., 2017; Saha & Robertson, 2011). Más aún, posee actividad transactivadora 

sobre la transcripción de genes virales, entre ellos los genes que codifican para las proteínas latentes de 

membrana (LMPs). En el último caso, la capacidad transactivadora no se ejerce a través de la unión al 

ADN del gen diana sino a través de la modulación de factores de transcripción celular (Friberg et al., 

2015; D. Y. Wu et al., 1996). EBNA2 es considerado un buen candidato para ser secuenciado y 

estudiado, ya que es uno de los genes más polimórficos del EBV y se identificó la interacción de dicho 

antígeno con varias proteínas celulares del hospedador. Particularmente, los SNPs de riesgo de la EM: 

TRAF3/RCOR1 (rs1258869) y CD40 (rs1883832) se encuentran localizados en sitios de unión del factor 

de transcripción EBNA2 (Afrasiabi et al., 2019, 2023; Keane et al., 2021). Por otra parte, se describieron 

polimorfismos en el gen viral BYRF1 presentes en los pacientes con EM y diferentes de los observados 

en controles sanos, en estudios realizados en Europa (Mechelli et al., 2015a; Varvatsi et al., 2021a). Sin 

embargo, aún resta confirmar si dichos polimorfismos estarían asociados al desarrollo de la EM en todas 

las regiones del mundo o si por el contrario representan variantes virales de circulación preferencial en 

el viejo continente. 
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1.8.2.4.3.5. Respuesta inmune frente al EBV 

 

 

Durante la etapa primaria de la infección, los linfocitos T CD8+ citotóxicos y las células NK, se expanden 

rápidamente para controlar y destruir los linfocitos B infectados (Hislop et al., 2007; Humans, 2012; 

Münz, 2017a). Las células NK tienen un rol de preponderante durante la infección primaria y replicación 

lítica, su respuesta se monta 1 o 2 días luego de la infección y actúa como la primera línea de defensa 

del sistema inmunitario secretando la citoquina INFὛ (Png et al., 2021). Los linfocitos T CD8+ 

citotóxicos reconocen, mediante su receptor de células T (TCR), los antígenos virales en el contexto de 

las moléculas MHC de clase I de los linfocitos B infectados y proliferan a fin de lograr su eliminación 

(Hislop et al., 2007; Münz, 2017a). Finalmente, se reportó la presencia de anticuerpos neutralizantes 

específicos contra el EBV que tienen la capacidad de unirse directamente a las partículas virales libres 

(Abbott et al., 2017; Jayasooriya et al., 2015). Cuando ocurre la reactivación del virus, se monta 

nuevamente una respuesta celular de linfocitos T CD8+ de memoria específicos contra el EBV que 

removerá las células infectadas. Sin embargo, y dado que el virus logra silenciar la expresión de sus 

antígenos, la respuesta inmunitaria nunca será lo suficientemente eficiente para erradicar por completo 

la infección; de esta forma el virus persiste produciendo niveles intermitentes o muy bajos de viriones 

(De Paschale & Clerici, 2012; Humans, 2012).   

 

 

1.8.2.4.3.6. Detección y diagnóstico de la infección del EBV 

 

 

Existe una amplia gama de herramientas para la detección del EBV, incluyendo ensayos serológicos 

como ELISA (ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas), IFI (ensayo de inmunofluorescencia 

indirecta), quimioluminiscencia, inmunoblot, así como también ensayos de detección de ácidos 

nucleicos (Abusalah et al., 2020; H. Chen et al., 2022). Determinando por serología los anticuerpos IgG 

e IgM anti-VCA y anti-EBNA1, es posible distinguir entre infección activa o pasada. Los anticuerpos 

IgM dirigidos contra el antígeno VCA, se generan temprano en la fase activa de la infección, y luego su 

título disminuye hasta desaparecer a las pocas semanas. Por su parte, los anticuerpos IgG dirigidos 

contra el antígeno VCA, se generan durante el desarrollo de la infección aguda y permanecen estables 

por toda la vida del portador (De Paschale & Clerici, 2012; Smatti et al., 2018a). Finalmente, los 

anticuerpos IgG anti-EBNA1 aparecen de forma tardía, 3 a 6 semanas post infección, y permanecen de 

manera estable durante toda la vida del portador (Balfour Jr et al., 2015). La presencia de anticuerpos 

IgG e IgM anti-VCA y la ausencia de anticuerpos de tipo IgG anti-EBNA1 determinan una infección 

aguda. Por el contrario, la presencia de anticuerpos IgG VCA y EBNA1, en ausencia de IgM VCA es 

un indicativo de infección pasada. La presencia de IgG VCA y EBNA1 e IgM VCA indica infección 

primaria tardía o reactivación (Gärtner et al., 2003; Hess, 2004). La presencia de sólo IgG VCA o sólo 

IgG EBNA1 también son indicativos de infección pasada, sin embargo, es imperativo considerar que 
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hasta el 10 % de los individuos infectados con el EBV podrían nunca producir anticuerpos anti-EBNA1 

(Balfour Jr et al., 2015), por lo que siempre es recomendable pesquisar la presencia de ambos 

anticuerpos. Existen a su vez anticuerpos específicos para otros antígenos que pueden detectarse, como 

el anticuerpo anti-antígeno temprano (EA), que es expresado durante la fase de convalecencia de la 

infección y está compuesto por dos componentes: difuso (EA-D) y restringido (EA-R) (Crowley et al., 

2012). El título de anticuerpos IgG EA-D incrementa dentro de las 3 a 4 semanas post infección y luego 

de los 3 meses suele no ser detectable, si bien entre un 20 y 30 % de los portadores sanos mantienen los 

títulos detectables. Los títulos de anticuerpos IgG EA-R permanecen hasta 2 años después de la 

infección. Altos títulos de EA-D o EA-R indican reactivación de la infección latente del EBV (Figura 

6) (De Paschale & Clerici, 2012). 

 

 

Figura 6: Respuesta serológica a la infección de EBV. El título de anticuerpos IgM VCA se detecta 

durante la fase activa de la infección y luego de la convalecencia disminuye. Los títulos de anticuerpos 

IgG VCA incrementan al mismo tiempo que IgM VCA y se mantienen estables a lo largo de toda la 

vida del portador. Los títulos IgG EBNA comienzan a ser detectables en forma tardía durante la 

infección y al igual que IgG VCA se mantienen constantes por el resto de la vida del huésped. Los títulos 

de anticuerpos IgG EA-D o R, incrementan en la fase aguda de la infección y luego disminuyen durante 

la convalecencia.  Imagen adaptada de (Smatti et al., 2018a).  

 

 

1.8.2.4.3.7. EBV y Esclerosis Múltiple 

 

 

La EM es considerada una enfermedad multifactorial, en la cual hay una interacción entre distintos 

factores, tanto genéticos como ambientales. Dentro del grupo de los factores ambientales, el que mayor 

evidencia epidemiológica y serológica presenta es el EBV. Al día de la fecha existen una gran cantidad 

de estudios que soportan su rol en el desarrollo de la enfermedad, dado que reportan que la infección 
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con el EBV es un prerrequisito para el desarrollo de esta (Hedström, 2023; Läderach & Münz, 2022; 

Thomas et al., 2023). Se determinó que existe un incremento en el riesgo de desarrollar EM en 

individuos con historia pasada de mononucleosis infecciosa (Sheik-Ali, 2017), en individuos 

seronegativos que seroconvierten (Bjornevik et al., 2022a) y también en individuos que presentan altos 

títulos de anticuerpos IgG anti-EBNA1 (Ascherio et al., 2001; DeLorenze et al., 2006; Hedström et al., 

2019; Levin et al., 2005a). En el mismo sentido, se reportó una mayor prevalencia de la infección de 

EBV en individuos con EM comparado con los individuos de grupos control (Ascherio & Munger, 

2007). A su vez, se determinó que las bandas oligoclonales del líquido cefalorraquídeo de pacientes con 

EM, reaccionan contra el EBV (von Büdingen et al., 2010) y que los linfocitos B expandidos 

clonalmente se unen a EBNA1 y la proteína GlialCAM, a través de un mecanismo de mimetismo 

molecular (Lanz et al., 2022). También se observó que individuos con EM presentan una respuesta de 

linfocitos T citotóxicos deficiente contra el EBV (Pender et al., 2017). Finalmente, se detectó la 

presencia del antígeno Zta, codificado por el gen viral BZLF1, en lesiones cerebrales de pacientes con 

EM, en muestras tomadas post mortem (Angelini et al., 2013). Más allá de la sólida evidencia que se 

encontró, no se determinaron los mecanismos moleculares exactos a través de los cuales el EBV podría 

contribuir al desarrollo de la enfermedad, pero se postularon numerosas teorías que necesitan ser 

profundizadas y comprobadas. Los principales mecanismos que explicarían la relación entre el EBV y 

la EM son el mimetismo molecular, la activación inespecífica y una respuesta inmune alterada que no 

permite controlar correctamente la infección (Bjornevik et al., 2023; Kuchroo & Weiner, 2022; Libbey 

et al., 2007; Robinson & Steinman, 2022).  

 

Mimetismo molecular 

 

Se ha demostrado en varios reportes la reactividad cruzada entre antígenos del EBV y autoantígenos del 

SNC, un fenómeno conocido cómo mimetismo molecular (Robinson & Steinman, 2022; Tengvall et al., 

2019; Thomas et al., 2023; Tyler, 2022.). En este contexto, se postula que ciertos epítopes en antígenos 

virales podrían inducir una respuesta inmunitaria contra proteínas del SNC que contienen secuencias 

similares de aminoácidos. En este sentido, estudios previos reportaron la presencia de anticuerpos 

autorreactivos en pacientes con EM; en particular, se describieron anticuerpos anti la proteína del 

tegumento BRRF2 que también se unen a proteínas mitocondriales (Lindsey, 2017). De forma similar, 

se describió que anticuerpos anti la proteína de la cápside BFRF3 poseen reactividad cruzada con la 

proteína citoplasmática septina 9 (Lindsey, 2017). Finalmente, también se reportó que anticuerpos anti 

EBNA1 presentaron reactividad cruzada con ŬB cristalina, anoctamina 2, la prote²na b§sica de la mielina 

(MBP) y moléculas de adhesión a células gliales GlialCAM (Lanz et al., 2022; Lünemann et al., 2008; 

Tengvall et al., 2019; Thomas et al., 2023). La teoría postula que durante la infección primaria por EBV, 

los linfocitos T y B se activan con antígenos del virus, pero a su vez, algunos linfocitos tendrán la 

capacidad de reaccionar contra autoantígenos del SNC, por su similitud con antígenos virales de EBV. 

https://www.zotero.org/google-docs/?xmGC4W
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La migración de los linfocitos T y B autorreactivos al SNC induciría la destrucción de oligodendrocitos, 

comprometiendo la función neuronal. Otra posible explicación, es que aquellos individuos que tienen 

una predisposición genética a desarrollar EM tengan dificultades para controlar eficientemente la 

infección del EBV. En este contexto, al ocurrir una infección primaria se establecerán los reservorios de 

linfocitos B infectados; estas células podrían actuar como presentadoras de antígenos y de esta forma 

podrían estimular a los linfocitos T autorreactivos que luego promoverían la inflamación del SNC 

(Bjornevik et al., 2023; Soldan & Lieberman, 2023).  

 

Respuesta inmune alterada frente al EBV  

 

En lo referido a la desregulación de la respuesta humoral en los pacientes con EM, como se mencionó 

anteriormente, los pacientes presentan mayores títulos de anticuerpos IgG anti EBV comparados con los 

individuos de grupos control (Ascherio & Munger, 2010; Fernández-Fournier et al., 2023; Hedström 

et al., 2019). Dicha respuesta inmune elevada podría indicar una deficiencia del sistema inmune para 

controlar los reservorios de linfocitos B infectados con el EBV. A su vez, estudios previos reportaron la 

acumulación de anticuerpos IgG oligoclonales reactivos contra el EBV en LCR de pacientes con EM (J. 

Virtanen et al., 2014; Z. Wang et al., 2021). Por otro lado, la infección de los linfocitos B con el EBV 

induce la secreción de un perfil de citoquinas proinflamatorias y dichas citoquinas juegan un papel clave 

en la patología de la EM. Por el contrario, durante la replicación lítica del EBV, se expresa el gen que 

codifica para la citoquina antiinflamatoria interleucina 10 viral (vIL10), la cual suple la disminución en 

la expresión de IL-10 celular y genera un entorno tolerogénico para la infección viral (R. Li et al., 2016; 

Michel et al., 2015).  

 

Por otro lado, la evidencia que avala la desregulación de la respuesta celular en los pacientes con EM, 

indica que los mismos presentan mayor cantidad de linfocitos T CD4+ polarizados a Th1 que reconocen 

específicamente a EBNA1 comparado con los controles EBV seropositivos (Lünemann et al., 2006). 

También se determinó que en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con EM, 

hay un aumento en la proliferación de linfocitos T CD4+ cuando son estimulados con péptidos del EBV, 

pero no cuando se estimulan con péptidos de otros virus como el CMV (Lünemann et al., 2008). Por 

otro lado, la respuesta de los linfocitos T CD8+ específicos contra el EBV se correlaciona con la actividad 

de la enfermedad y más aún, la respuesta de dichos linfocitos es mayor en pacientes con EM comparado 

con otras enfermedades inflamatorias del SNC o controles (Angelini et al., 2013).  

 

Activación inespecífica 

 

Dentro del SNC, el EBV contribuye a la inflamación y el daño en los tejidos diana. Esta noción opera 

bajo el supuesto de que el EBV puede inducir la activación inespecífica que iniciaría una respuesta 

https://www.zotero.org/google-docs/?HBtFqq
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https://www.zotero.org/google-docs/?TGdlsD
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inmune antiviral contra las células infectadas dentro del SNC (Bar-Or et al., 2020). Brevemente, se 

especula que las infecciones virales conducen a la activación de células presentadoras de antígenos 

(CPA) como las células dendríticas. Dichas células tienen la capacidad de activar linfocitos T 

autorreactivos presensibilizados, y de esta forma iniciar una enfermedad autoinmune (activación 

inespecífica) (Pacheco et al., 2019). A su vez, los linfocitos T específicos para el EBV también podrían 

iniciar la activación inespecífica. Estos linfocitos T activados pueden migrar a sitios, por ejemplo, el 

SNC, donde se podrían encontrar con CPA que presentan antígenos del EBV y se desate una respuesta 

inflamatoria en el sitio con liberación de citoquinas que produciría el daño de tejido (Fujinami et al., 

2006).  

 

1.8.2.4.4. Tratamiento de la esclerosis múltiple 

 

La EM es una enfermedad que hasta el día de la fecha no tiene cura; sin embargo, el diagnóstico precoz 

y el correcto tratamiento de los síntomas proporciona un aumento de la calidad de vida de los pacientes. 

Más allá del tratamiento con agentes farmacológicos, otras cuestiones, como modificaciones en el estilo 

de vida, rehabilitación y el soporte social colaboran a mejorar la vida de los pacientes. Actualmente los 

tratamientos se enfocan en tratar los ataques agudos, mejorar los síntomas y reducir la actividad 

biológica a través de terapias modificadoras de la enfermedad (DMT, por sus siglas en inglés, disease 

modifying therapy). Dichas terapias modifican el curso de la enfermedad suprimiendo o modulando el 

sistema inmunitario (Gajofatto & Benedetti, 2015; Hauser & Cree, 2020). Sus mecanismos de acción se 

centran en actuar como agentes antiinflamatorios en las etapas de recaídas de la enfermedad, reducir el 

número de recaídas, evitar la acumulación de lesiones en el SNC y en algunos casos retrasar, estabilizar 

y mejorar modestamente la discapacidad de pacientes. Si bien hay una gran variedad de terapias hoy en 

día, las más utilizadas incluyen:  

Interferón beta: es una citoquina cuyo mecanismo de acción consiste en la inhibición de la activación 

de linfocitos T, la inducción de linfocitos T reguladores, y el bloqueo de la migración de los linfocitos 

T a través de la disminución de moléculas de adhesión (Dhib-Jalbut & Marks, 2010; Wiendl et al., 2021). 

Acetato de glatiramer: es una mezcla de cuatro péptidos sintéticos de aminoácidos que se unen a los 

autoanticuerpos específicos contra la mielina para reducir su autorreactividad, promueven un fenotipo 

Th2 predominante (cambio del perfil Th1 a Th2) y alteran el balance entre citoquinas pro y 

antiinflamatorias (Duda et al., 2000; Lalive et al., 2011). 

Modulador del receptor de esfingosina-1-fosfato (Fingolimod): es un modulador de la esfingosina-1-

fosfato (S1P), que tras su fosforilación se une con gran afinidad al receptor de la S1P, lo cual a su vez 

conduce a la internalización y degradación del receptor en diferentes tipos celulares, incluidos los 

linfocitos T naive como de memoria. Como consecuencia, inhibe la capacidad de los linfocitos 

autorreactivos para salir de los ganglios linfáticos hacia el SNC (Subei & Cohen, 2015; Torkildsen et al., 

2016). 
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Teriflunomida: es un metabolito activo de la leflunomida que inhibe reversiblemente la síntesis de 

pirimidinas, previniendo la proliferación de linfocitos T y B activos (OôConnor et al., 2011). 

Dimetilfumarato: es un compuesto cuyo mecanismo de acción es la activación del factor nuclear (Nrf2), 

inhibición de la proliferación celular y la mejora de la respuesta antiinflamatoria a través de la 

producción de citoquinas (Linker et al., 2011; Wiendl et al., 2021). 

Natalizumab: es un anticuerpo monoclonal humanizado que posee como blanco la cadena alfa de la 

integrina (Ŭ4ɓ1), una mol®cula de adhesi·n expresada en la superficie de los linfocitos que est§ 

involucrada en la transmigración a través del endotelio al SNC y su mecanismo de acción consiste en la 

inhibición de la infiltración de leucocitos al cerebro a través del endotelio (Wiendl et al., 2021; J. H. 

Yang et al., 2022).  

Estos tratamientos se dividen en primera o segunda línea. Los tratamientos de primera línea son 

Interferón, Acetato de glatiramer, Teriflunomida y Dimetilfumarato, mientras que los de segunda línea 

son Fingolimod y Natalizumab. Cuando los tratamientos de primera línea no son bien tolerados por los 

pacientes o la respuesta que producen no es suficiente para aminorar los síntomas, o progresión de la 

enfermedad, el médico tratante puede realizar distintas modificaciones en el tratamiento. Por un lado, 

puede aumentar la dosis del mismo tratamiento o bien puede optar por otro tratamiento de primera línea 

o realizar la transición a un tratamiento de segunda línea (Dörr & Paul, 2015; Gajofatto & Benedetti, 

2015).  

 

1.9. Justificación del trabajo 
 

Dado el carácter multifactorial de la EM, que involucra tanto factores genéticos como ambientales, entre 

los que se destaca la infección por el EBV como el principal agente infeccioso asociado y aunque existe 

evidencia que vincula la infección por EBV con el riesgo de desarrollar EM, los mecanismos 

moleculares que subyacen a esta asociación aún no han sido plenamente esclarecidos. Más aún, son 

escasos los estudios que abordaron esta relación en poblaciones sudamericanas, particularmente en 

Argentina. 

En este sentido, esta tesis se plantea como un abordaje integral que combina estudios epidemiológicos, 

análisis de variabilidad genética viral, perfil transcriptómico en linfocitos B y ensayos funcionales, con 

el fin de aportar evidencia desde distintas perspectivas sobre el posible rol del EBV en la patogenia de 

la EM. 

En relación con los ensayos funcionales, el trabajo se enfoca en caracterizar la modulación de genes 

relevantes como Iqgap1, cuya alteración podría impactar en la respuesta inmunitaria y contribuir a los 

procesos inflamatorios crónicos típicos de la enfermedad. 

El trabajo presentado constituye un aporte original para la caracterización epidemiológica, genética y 

molecular de esta enfermedad en la población argentina, proporcionando datos novedosos que podrían 

https://www.zotero.org/google-docs/?VWV6VF
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ser de utilidad tanto para comprender la biología de la EM como para el diseño futuro de estrategias 

terapéuticas o preventivas. 
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2.1. Hipótesis 

 

Construcción de la hipótesis 

 

Dado que: 

 

A. Se demostró que aquellas personas con historial de mononucleosis infecciosa tienen un mayor 

riesgo de desarrollar esclerosis múltiple (Handel et al., 2010). 

B. Se observó que la seropositividad para el EBV es mayor en pacientes con esclerosis múltiple  

(99 %, versus 95 % de los controles sanos (Almohmeed et al., 2013a; Pakpoor, Disanto, et al., 

2013a). 

C. Se describió que el riesgo de desarrollar esclerosis múltiple en individuos seronegativos para el 

Epstein Barr es prácticamente nulo, mientras que luego de la seroconversión el riesgo aumenta 

unas 32 veces (Bjornevik et al., 2022a). 

D. Se evidenció que los pacientes con esclerosis múltiple presentan mayores títulos de anticuerpos 

IgG anti-EBV comparado con los controles (Ascherio et al., 2012; Levin et al., 2005a). 

E. Se detectó la presencia de antígenos del Epstein Barr en lesiones desmielinizantes localizadas 

en el cerebro de pacientes con esclerosis múltiple (Angelini et al., 2013; Hassani et al., 2018; 

Moreno et al., 2018). 

F. Se observó que, en un porcentaje de pacientes con EM, existe reactividad cruzada entre 

antígenos del EBV y la proteína GlialCam (Lanz et al., 2022). 

G. Considerando que el EBV infecta y persiste en los linfocitos B de memoria y que dichos 

linfocitos se encuentran en las lesiones de los pacientes con EM y que las bandas oligoclonales 

secretadas por los linfocitos B son un marcador de la enfermedad (Hassani et al., 2018; Maroto-

García et al., 2023; Mrozek-Gorska et al., 2019). 

      

 

Se plantea la siguiente hipótesis de trabajo: 

 

ñLa infecci·n con el virus Epstein Barr es un prerrequisito para el desarrollo de la esclerosis m¼ltiple, 

y act¼a a trav®s de la modulaci·n transcript·mica de los linfocitos Bò 
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3.1. Objetivos 
 

General 

Caracterizar la participación del virus Epstein Barr en la patogenia de la esclerosis múltiple, mediante 

el análisis de la serología, la carga viral, la variabilidad genética de genes virales relevantes que codifican 

para las proteínas: vIL10 y EBNA2, y la modulación de la expresión génica en linfocitos B, 

complementándolo con estudios funcionales de los cambios transcripcionales observados 

  

 

Específicos 

1. Investigar la prevalencia de la infección por el EBV en una cohorte de pacientes con EM y 

controles en Argentina. 

2. Evaluar la carga viral del EBV en pacientes con EM y el grupo control.  

3. Caracterizar polimorfismos en los genes BYRF1 (codifica para EBNA2) y BCRF1 (codifica para 

vIL10) asociados con el riesgo de la EM.  

4. Realizar un análisis transcriptómico comparativo de linfocitos B (EBV+ y EBV-) entre pacientes 

y controles. 

5. Realizar estudios funcionales in vitro en diferentes subpoblaciones de linfocitos. 

a. Analizar la proliferación celular de los linfocitos B y T. 

b. Evaluar la secreción de citoquinas de los linfocitos B y T. 

c. Analizar la presentación antigénica. 

d. Estudiar la diferenciación de los linfocitos T. 

e. Estudiar los factores de transcripción de los linfocitos T. 
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Metodología 

 

4.1. Consideraciones éticas 

Este proyecto cuenta con la aprobación del Comité de Ética e Investigación de Fleni, bajo el protocolo 

de investigación denominado Estudio Multicéntrico acerca del virus de Epstein Barr y el Riesgo de 

Esclerosis Múltiple (EMERGE) N.º 37/14 (Anexo A-E). En forma previa a la toma de la muestra clínica, 

el médico tratante brindó toda la información pertinente a los participantes (pacientes y controles), tanto 

en forma oral como escrita, acerca de los fundamentos del estudio, así como también de los riesgos y 

molestias que pudieran surgir durante el mismo. Todas las muestras utilizadas se obtuvieron según lo 

establecido por dicho comité. En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado escrito (Anexo 

F), el cual fue leído y firmado por todos los participantes. 

4.2. Diseño del estudio 

Estudio observacional y analítico de una cohorte, con seguimiento prospectivo de los pacientes y carga 

de datos prospectiva. 

4.3. Población en estudio 
 
Se enrolaron 138 pacientes con esclerosis múltiple con seguimiento en el Departamento de 

Neuroinmunología de Fleni y 108 controles (convivientes de los pacientes genéticamente no 

relacionados). A partir de esta población, se realizó un pareo por edad y género.  

Se aplicaron los siguientes criterios de inclusión: i. se incluyeron sujetos con EM de acuerdo con los 

criterios de McDonald 2010 y 2017 (Polman et al., 2011; Thompson, Banwell, et al., 2018), capaces de 

consentir voluntariamente, interesados en participar en el estudio; ii. pacientes con EM en cualquiera de 

sus formas clínicas (remitente recurrente, secundaria-progresiva, primaria-progresiva o progresiva 

recurrente); iii. pacientes con EM no tratados o que estén en tratamiento (desde al menos 3 meses antes) 

con interferón beta, acetato de glatiramer, natalizumab, fingolimod o dimetilfumarato. Criterios de 

exclusión: i. pacientes o controles menores a 18 años; ii. individuos incapaces de consentir 

voluntariamente la participación en el estudio; iii. uso de antibióticos o infecciones gastrointestinales en 

los 3 meses previos (para pacientes y grupo control (GC)); iv. historia de enfermedades crónicas o con 

otras enfermedades autoinmunes distintas a EM (para pacientes e individuos de grupo control); v. 

individuos que hayan recibido algunos de los siguientes tratamientos en los períodos especificados 

previo a la inclusión: corticoides (1 mes), Metotrexate, Ciclofosfamida, Azatioprina, Micofenolato 

mofetil o Inmunoglobulinas IV (3 meses), Cladribina y Alemtuzumab (12 meses). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?K3VrvE
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Debido a que Fleni atiende pacientes de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires (CABA) de nivel 

socioeconómico medio/alto, y con el fin de ampliar la representatividad de la muestra, se invitó a 

participar a dos centros adicionales: el Hospital de Clínicas José de San Martín (CABA), como hospital 

público sirviendo a un nivel socioeconómico medio-bajo (donde se enrolaron 6 pacientes con EM y 14 

controles sanos), y la Fundación Sinapsis de la ciudad de Santa Rosa (Provincia de La Pampa), que 

contribuyó con muestras de 25 pacientes y 19 controles). Estas muestras se utilizaron exclusivamente 

para los experimentos de serología viral (véase debajo).  

 

4.4. Muestras en estudio 

Del total de 310 participantes (incluyendo los pacientes y controles de Fleni, Hospital de Clínicas José 

de San Martín y Fundación Sinapsis) se obtuvieron 20 ml de sangre que fueron procesados de forma 

diferente dependiendo del objetivo del experimento.  

Las muestras obtenidas de un subgrupo de 128 pacientes con EM y 127 controles sanos fueron utilizadas 

para los estudios de serología, para lo cual se colectó la muestra de sangre utilizando tubos colectores 

de suero con un activador de coagulación.  

Para la evaluación de carga viral de EBV, se utilizaron las muestras de un subgrupo de pacientes (n= 

44) y controles sanos (n=29). Se colectó sangre utilizando tubos colectores con el agente anticoagulante 

ácido etilendiaminotetraacético (EDTA).  

Para la determinación de las variantes virales de EBV, se utilizaron muestras de un subgrupo de 

pacientes (n= 70) y controles sanos (n=59) para la secuenciación directa del gen BCRF1 y un subgrupo 

de pacientes (n= 169) y controles sanos (n=141) para la secuenciación directa del gen BYRF1. 

Finalmente, a un subgrupo de pacientes (n = 6) y controles (n = 6) se les extrajo 120 ml de sangre, que 

fueron utilizados para el ensayo de secuenciación masiva de ARN (RNA-seq).  

4.5. Procesamiento de muestras  

Las muestras utilizadas para la serología se centrifugaron a 2.000 rpm durante 20 minutos a temperatura 

ambiente y se separaron 5 ml de suero a partir de cada uno de los tubos. El suero se conservó a -80°C 

hasta su uso. 

Las muestras de sangre utilizadas para la evaluación de carga viral y determinación de variantes virales 

se sembraron sobre un colchón de Ficoll-Paque plus (GE Healthcare) y se centrifugaron a 1.400 rpm 

durante 30 minutos. Se recuperó el halo correspondiente a las células mononucleares de sangre periférica 

(CMSP) y estas se lavaron dos veces con buffer fosfato salino estéril (PBS, por sus siglas en inglés) 

(Gibco, ThermoFisher).  Las células se conservaron a -80°C en 200 µl de PBS hasta su uso.  
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Las muestras utilizadas para el RNA-seq se sembraron sobre un colchón de Ficoll-Paque plus (GE 

Healthcare) y se centrifugaron a 1.400 rpm durante 30 minutos. Se recuperó el halo correspondiente a 

las células mononucleares de sangre periférica y estas se lavaron dos veces con PBS (Gibco, Thermo 

Fisher).  

4.6. Obtención de datos demográficos, clínicos y de atrofia cerebral 
 

A los integrantes de la cohorte de Fleni cuyas muestras fueron utilizadas para los diferentes ensayos de 

serología pacientes (n = 97) y controles (n = 94), el médico tratante les realizó una breve encuesta para 

obtener datos demográficos (sexo, edad, hábito tabáquico e índice de masa corporal (IMC)). El IMC se 

dividió en cuatro categorías: delgadez si sus valores eran menores o iguales a 18,4 kg/m2, peso normal 

si sus valores se encontraban entre 18,5 - 24,9 kg/m2, sobrepeso si sus valores se encontraban entre 25,0 

- 39,9 kg/m2 y obesidad si los valores eran iguales o mayores a 40,0 kg/m2. Por otro lado, a los pacientes 

se les realizó una serie de preguntas que incluía: edad al inicio de los síntomas, edad al diagnóstico, tipo 

de EM, tratamiento. En paralelo se obtuvieron datos de atrofia cerebral a partir de resonancias 

magnéticas que se llevaron a cabo en el servicio de imágenes de Fleni. Se colectaron las secuencias T1 

3D (pre y post gadolinio) y 3D FLAIR. A partir de las resonancias se obtuvieron los datos de fracción 

de parénquima, volumen de lesiones, volumen de cerebro y volumen de tálamo (derecho e izquierdo) 

usando el programa Entelai Neuro v4.0 (Entelai, Buenos Aires, Argentina). 

 

4.7. Serología para EBV, CMV y VZV en una cohorte de pacientes con EM y controles sanos.  
 

Se evaluó la presencia de anticuerpos anti EBV, CMV y VZV mediante el ensayo de inmunoadsorción 

ligado a enzimas (ELISA, según sus siglas en idioma inglés) indirecto en el suero de un subgrupo de 

pacientes (N = 128) y controles (N = 127). En todos los casos se siguieron las instrucciones provistas 

por el fabricante de los reactivos comerciales. Se midieron los niveles de anticuerpos IgG dirigidos 

contra el antígeno de cápside viral (VCA) del EBV con el equipo de reactivos Epstein Barr VCA ELISA 

IgG (Vircell), el antígeno nuclear 1 (EBNA1) de EBV con el equipo de reactivos Epstein Barr EBNA1 

ELISA IgG (Vircell), Citomegalovirus (CMV) con el equipo de reactivos CMV IgG ï ELISA (Dia.Pro 

Diagnostic Bioprobes) y del virus Varicela Zoster (VZV) con el equipo de reactivos Varicella Zoster 

ELISA IgG (Vircell). Todos los kits se basan en una prueba inmunoenzimática indirecta, que consta de 

la reacción de los anticuerpos de la muestra con el antígeno unido a la superficie de poliestireno. Las 

inmunoglobulinas no unidas por reacción con el antígeno fueron eliminadas en el proceso de lavado. En 

un paso posterior la globulina anti-IgG humana conjugada con peroxidasa de rábano (HRP) reaccionó 

con el complejo antígeno-anticuerpo, y la que no se unió fue eliminada con los lavados. Por último, la 

globulina unida reaccionó con el sustrato tetrametilbenzidina (TMB), para dar una reacción coloreada 

azul, que cambió a amarillo tras la adición de la solución de parada (ácido sulfúrico). El cambió de 
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coloración fue evaluado en un lector de placas Benchmark Plus microplate spectrophotometer (Bio-

rad). Las diluciones usadas para cada ensayo se muestran en la Tabla 1. 

 

Tabla 1: Diluciones de muestras usadas para cada ensayo. 

 VCA EBNA1 VZV CMV 

Dilución 1/20 1/20 1/20 1/101 

Volumen diluyente 237,5 µl 237,5 µl 237,5 µl 247,5 µl 

Volumen muestra 12,5 µl 12,5 µl 12,5 µl 2,5 µl 

 

Para el cálculo del título de anticuerpos anti VCA, EBNA1 y VZV, se obtuvo la densidad óptica (D.O.) 

de cada pocillo mediante la valoración espectrofotométricamente a 450/620 nm. Luego se calculó la 

media de las D.O. del suero cut-off y mediante la siguiente relación finalmente se determinó el título de 

anticuerpos: índice de anticuerpos = (D.O. de la muestra / media de D.O. del suero cut-off) x 10. Dicho 

índice de anticuerpos es el reportado como resultado para cada individuo.  

 

Para el cálculo del título de anticuerpos anti CMV, se obtuvo la D.O. de cada pocillo mediante la 

valoración espectrofotométricamente a 450 nm. Conociendo la concentración y la D.O. de los 

calibradores usados se graficó una curva de calibración y se interpolaron los valores de D.O. de cada 

muestra para obtener la concentración de anticuerpos IgG contra CMV presentes en la misma. 

Los valores de corte a utilizar fueron los recomendados por los fabricantes de los kits.      

Para VCA, EBNA1 y VZV se utilizaron los siguientes valores de corte: 

 

Índice   Interpretación 

                                                                   < 9        Negativo       

                                                                   9-11      Dudoso 

                                                                   > 11      Positivo 

 

Para CMV se utilizaron los siguientes valores de corte: 

 < 0,5 IU/ml Negativo 

> 0,5 IU/ml Positivo 

 

Interpretación de resultados para VCA, EBNA1 y VZV: las muestras con resultados dudosos se volvieron 

a analizar para la confirmación de estos. Las muestras con índices inferiores a 9 se consideraron 

negativas. Las muestras con índices superiores a 11 se consideraron que tenían anticuerpos específicos 

de tipo IgG frente al antígeno del virus (Positivo). 
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Interpretación de resultados para CMV: un resultado negativo indicó que el paciente nunca estuvo 

infectado con Citomegalovirus. Cualquier paciente que mostró un resultado dudoso, debió ser 

reevaluado y se volvió a examinar para la confirmación del resultado. Un resultado positivo fue 

indicativo de una infección por CMV. 

 

4.8. Determinación de la carga viral de EBV en pacientes con Esclerosis Múltiple y grupo 

control 
 

Una vez obtenida la serología de los individuos, se evaluó la carga viral en un subgrupo de pacientes 

(N = 44) y controles (N = 29) para determinar si las diferencias en los títulos de anticuerpos se 

debían a una mayor carga viral.  

 

4.8.1.   Aislamiento y purificación de ADN  

 

A partir de las muestras de CMSP conservadas a -80ºC se realizó la purificación de ADN genómico 

total con el equipo comercial de reactivos QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) según instrucciones del 

fabricante. Brevemente, se agregaron 20 ɛl de proteinasa K en un tubo de 1.5 ml por cada muestra. Se 

adicionaron 200 ɛl de la muestra de CMSP a cada tubo. Luego se adicionaron 200 ɛl de la soluci·n 

tampón AL a la muestra y se homogeneizó en vortex durante 15 s. La preparación se incubó a 56°C 

durante 10 min en bloque térmico y luego se centrifugaron los tubos brevemente para remover las gotas 

de la tapa. Se adicionaron 200 ɛl etanol (96ï100 %) a la muestra, se mezcló en un vortex durante 15 s 

y se centrifugaron los tubos nuevamente. Con mucho cuidado se agregó la mezcla a las columnas 

QIAamp Mini-Spin dentro de un tubo colector de 2 ml, se cerró la tapa y centrifugó 8000 rpm (6000 x 

g) durante 1 min. Se colocaron las columnas en un nuevo tubo colector de 2 ml y se descartó el tubo que 

conten²a el filtrado. Se adicionaron 500 ɛl de la soluci·n de lavado AW1 y centrifugó 8000 rpm (6000 

x g) durante 1 min. Se coloc· la columna en un nuevo tubo colector, se adicionaron 500 ɛl de la soluci·n 

de lavado AW2 y centrifugó a 14000 rpm (20000 x g) durante 3 min. Se colocó la columna en un nuevo 

tubo colector y centrifugó a 14000 rpm (20000 x g) durante 1 min. Se colocó la columna en un tubo 

limpio de 1.5 ml. Se agregaron 50 ɛl de la soluci·n de eluci·n AE e incub· la columna a temperatura 

ambiente (15 - 25 °C) por 5 min. Finalmente se centrifugó a 8000 rpm (6000 x g) por 1 min y se recuperó 

el eluato con el ADN purificado.  

El ADN purificado se cuantificó por espectrofotometría de nanogota utilizando un NanoDrop One 

(Thermo scientific). Se registró la absorbancia a 260nm (correspondiente a ácidos nucleicos) y a 280nm 

(correspondiente a proteínas) y se determinó la relación entre ambas (A260/A280), la cual debió 

encontrarse dentro de un rango entre 1,8 y 2 para considerar exitosa la purificación. A partir de estos 

datos, se obtuvo la concentración de ADN genómico total (µg/µl), en base a la cual se estableció el 

volumen de ADN (equivalente a 500 ng) a utilizar en las reacciones de amplificación por PCR y qPCR. 
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4.8.2.  Generación de la curva estándar 

 

A fin de determinar la carga viral de EBV en un subgrupo de pacientes con EM y dadores sanos, se 

cuantific· en forma absoluta la cantidad de copias de genoma viral por ɛg de ADN total mediante 

la técnica de qPCR. A tal fin, el primer paso de la puesta a punto del ensayo fue generar una curva 

de calibración basada en diluciones seriadas al décimo de un plásmido que contenía un gen viral, de 

copia única en el genoma viral, y del que se conocía exactamente su cuantificación. El plásmido 

utilizado fue el pGEM®-T Easy (Promega) que contiene el gen viral EBNA1 insertado en su región 

de clonado. El mencionado plásmido, con una concentración de 2x107 copias de EBNA1 por µl fue 

gentilmente cedido por la Dra. Dolores Fellner del Servicio de Virus Oncogénicos del Departamento 

de Virología del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas - ANLIS ñDr. C. Malbr§nò.  

Una alícuota de 5 µl del plásmido fue diluida en 45 µl de solución comercial TE (Thermo Fisher) a 

modo de obtener el precursor del primer punto de la curva de calibrado con una concentración de 

2x106 copias de EBNA1/µl. Luego se realizaron 6 diluciones seriadas al décimo de forma tal que el 

precursor del último punto de la curva contuviera una concentración de 2 copias de EBNA1/µl. De 

esta forma, y al sembrar 5 µl de cada punto de la pre curva de calibrado en la reacción de qPCR, se 

logró una curva con un rango lineal de detección desde 1x107 copias totales de genoma viral y con 

un límite de detección teórico de 10 copias de genoma viral. 

 

A partir de las muestras de ADN obtenidas para el subgrupo de casos y controles seleccionados, se 

prepararon diluciones de modo de poder adicionar a cada pocillo de reacción de qPCR 500 ng de 

ADN en 5 µl de volumen.    

Para la reacción de cuantificación se utilizó una sonda de TaqMan (Applied Biosystems) específica 

para EBNA1 y los cebadores específicos para EBNA1 descriptos en la Tabla 2.  

 

Tabla 2: Secuencia de sonda y cebadores utilizados para la PCR en tiempo real. 

Nombre Secuencia (5´-3´) 

Sonda EBNA1 VIC_TGCAGCTTTGACGATGG_MGBNFQ 

EBV-delantero CCGCTCCTACCTGCAATATCA 

EBV-reverso GGAAACCAGGGAGGCAAATC 

 

Se preparó una dilución de trabajo 10 µM de los cebadores específicos y una dilución 5 µM de la 

sonda. Cada reacción de qPCR se realizó por duplicado y en un volumen final de 25 µl. Se utilizaron 

12,5 µl de la mezcla comercial 2× SYBR Green-ER qPCR Super Mix Universal (Invitrogen), 0,75 

µl de cada cebador y 0,5 µl de la sonda específica, 5 µl de ADN y 5,5 µl de H2O calidad biología 
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molecular. La reacción se realizó en un termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 

System (BIO-RAD) según el programa de ciclado descripto en la Tabla 3.   

 

Tabla 3: Ciclado utilizado para la qPCR. 

Parámetros Paso 1 Paso 2 Paso 3  

PCR (45 Ciclos) 

Paso 4 

Desnaturalización Elongación  

Temperatura 50ºC 95ºC 95ºC 60ºC 60ºC 

Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min 3 min 

 

Para determinar el número de copias del gen EBNA1 por µg de ADN total en las muestras de los casos 

y controles se obtuvo el valor promedio de las réplicas, se múltiplo el N.º de copias por el factor de 

dilución de la muestra correspondiente al paciente o control y de esta forma, se calculó el N.º de copias 

de EBV por µg de ADN total en la muestra original.  

Vale aclarar que, dado que el gen EBNA1 es de copia única en el genoma viral, cuantificar el número 

de copias de EBNA1 µg de ADN total equivale a determinar el número de copias de genomas virales 

por µg de ADN total en la muestra original. 

 

4.9. Secuenciación automatizada de los genes virales BCRF1 y BYRF1 en una cohorte de 

pacientes con EM y controles sanos.  
 

4.9.1.  Amplificación y secuenciación automatizada de los genes virales BCRF1 y BYRF1 que 

codifican para las proteínas vIL10 y EBNA2, respectivamente. 

 

A fin de amplificar las variantes de los genes virales, se empleó la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) anidada. Esta elección se fundamenta en la baja proporción 

de linfocitos B infectados por el EBV en sangre periférica de individuos inmunocompetentes con una 

infección pasada por EBV. Se ha documentado que durante la latencia viral sólo 1 de cada 105 - 106 

linfocitos B, aproximadamente, presentan el genoma viral en forma de episoma. 

 

 

4.9.2.  Amplificación de la región promotora y codificante del gen BCRF1 que codifica para la 

proteína viral vIL10.  

 

Para la amplificación del gen completo (incluyendo la región del promotor y la región codificante) se 

optó por una estrategia de PCR anidada utilizando pares de cebadores (internos y externos) diseñados 

con el programa accesible en la web Primer3 (https://primer3.ut.ee/) (Kõressaar et al., 2018). Para el 

diseño se tuvo en cuenta, que los cebadores tuvieron como secuencia diana una región del genoma viral 

https://primer3.ut.ee/
https://www.zotero.org/google-docs/?0tiyve
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que flanquean al gen BCRF1. De esta manera, se evitó que los cebadores amplifiquen el gen que codifica 

para IL10 humana. Por otro lado, se verificó que no hubiera complementariedad inter/intra cebadores ni 

formación de hairpins utilizando la herramienta gratuita en línea OligoAnalyzer Tool (Integrated DNA 

Technologies). Los cebadores se detallan en la Tabla 4. Los cebadores delanteros y reversos externos 

fueron utilizados en la primera ronda de PCR amplificando un fragmento de 1161 pb y los cebadores 

delanteros y reversos internos fueron utilizados en la segunda ronda de PCR para amplificar un 

fragmento de un tamaño menor (994 pb). Se utilizaron muestras de un subgrupo de 70 pacientes y 59 

controles para este estudio. 

 

Tabla 4: Secuencia de cebadores utilizados para la amplificación del gen BCRF1.  

 

Nombre 

 

Secuencia (5´- 3´) 

Coordenadas en secuencia de 

referencia (línea celular B95.8, 

N.º de acceso GeneBank 

NC_007605) 

Cebador externo delantero CCTCTTGAGGGTCCGCTTAT 9169 - 9188 

Cebador externo reverso GGGGAGAACACAGGAAGGTA 10310 - 10329 

Cebador interno delantero TGGTGTAGCCTCCCGTAGTC 9220 - 9239 

Cebador interno reverso TCTCCTGCTTCCAGGGTATG 10194 - 10213 

 

Para llevar a cabo la primera ronda de la PCR se prepar· una mezcla que conten²a 5 ɛl de la soluci·n 

tamp·n de PCR (1Ĭ), 2 ɛl de dNTPs (0,2 mM), 1,5 ɛl de cebador delantero externo (1 ɛM), 1,5 ɛl de 

cebador reverso externo (1 ɛM), 5 ɛl de potenciador, volumen correspondiente a 500 ng de ADN, 0,25 

ɛl de la enzima Taq Platinum pfx con actividad 3-́ 5´exonucleasa correctora (todos los reactivos 

provistos por Thermo Fisher) y se agreg· agua suficiente para lograr un volumen final de 25 ɛl por 

reacción. El programa de ciclado de la primera ronda de PCR se describe en la Tabla 5. 

 

Tabla 5: Primera ronda del ciclado utilizado para la amplificación del gen BCRF1. 

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 Paso 4 

Temperatura 94°C 94°C 54°C 72°C 72ºC 15ºC 

Tiempo 5 min 40 seg 40 seg 1 min 10 min Ḑ 

 

Para la segunda ronda de la PCR se prepar· una mezcla que conten²a 5 ɛl de la soluci·n tamp·n de PCR 

(1Ĭ), 2 ɛl de dNTPs (0,2 mM), 1,5 ɛl de cebador delantero interno (1 ɛM), 1,5 ɛl de cebador reverso 

interno (1 ɛM), 5 ɛl de potenciador, 2 ɛl del producto de la primera ronda de PCR, 0,25 ɛl de la enzima 

Taq Platinum pfx con actividad 3-́ 5´exonucleasa correctora (todos los reactivos provistos por Thermo 
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Fisher) y se agreg· agua para llegar a un volumen final de 25 ɛl por reacci·n. El programa de ciclado 

de la segunda ronda se describe en la Tabla 6. 

En cada ronda de PCR se utilizaron como controles positivos la línea celular B95.8 (EBV+) o a la línea 

celular Raji (EBV+), como control negativo la línea celular K562 (EBV-) y una reacción sin templado 

(se adicionaron 5 ɛl de H2O) como control de no contaminación de los reactivos. 

Cada programa de ciclado se realizó en un termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). 

 

Tabla 6: Segunda ronda del ciclado utilizado para la amplificación del gen BCRF1. 

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 Paso 4 

Temperatura 94°C 94°C 52°C 72°C 72ºC 15ºC 

Tiempo 5 min 40 seg 40 seg 1 min 10 min Ḑ 

 

 

4.9.3.  Amplificación de la región 3 terminal del gen BYRF1 que codifica para la proteína viral 

EBNA2.  

 

Para la amplificación de la región 3' terminal de este gen se optó por una estrategia de PCR semi-aninada 

utilizando los cebadores previamente diseñados por Tierney y colaboradores (Tierney et al., 2006). Los 

cebadores se detallan en la Tabla 7. Los cebadores E2C y E2SEQ4 fueron utilizados en la primera ronda 

de PCR para amplificar el primer fragmento de 545 pb. El par E2C y 2 A.2 fueron utilizados en la 

segunda ronda de PCR para amplificar el fragmento de 499 pb que permite clasificar variantes de 

EBNA2. Se utilizaron muestras del total de pacientes (N = 169) y controles (N = 141) para este estudio. 

 

Tabla 7: Secuencia de cebadores utilizados para la amplificación de la porción 3' terminal de BYRF1. 

 

Nombre 

 

Secuencia (5´-3´) 

Coordenadas en secuencia de 

referencia (línea celular B95.8, N.º 

de acceso GeneBank NC_007605) 

E2C Delantero AGGGATGCCTGGACACAAGA 48810ð48829 

E2SEQ4 Reverso GTAATGGCATAGGTGGAATG 49374ð49355 

2 A.2 Reverso TTCTGGACTATCTGGATCAT 49328ð49309 

 

Para llevar a cabo la primera ronda de la PCR se prepar· una mezcla que conten²a 5 ɛl de la soluci·n 

tamp·n de PCR (1Ĭ), 2 ɛl de dNTPs (0,2 mM), 1,5 ɛl de cebador delantero E2C (1 ɛM), 1,5 ɛl de 

cebador reverso externo E2SEQ4 (1 ɛM), 5 ɛl de potenciador, volumen correspondiente a 500 ng de 

ADN, 0,2 ɛl de enzima polimerasa de ADN Taq Platinum pfx con actividad 3-́ 5´exonucleasa correctora 

https://www.zotero.org/google-docs/?TxNc7P
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(todos los reactivos provistos por Thermo Fisher) y se agregó agua para llegar a un volumen final de 25 

ɛl por reacci·n.  

La segunda ronda de PCR fue llevada a cabo en un volumen total de 25 ɛl conteniendo 5 ɛl de la soluci·n 

tamp·n de PCR (1Ĭ), 2 ɛl de dNTPs (0,2 mM), 1,5 ɛl de cebador delantero E2C (1 ɛM), 1,5 ɛl de 

cebador reverso 2A.2 (1 ɛM), 5 ɛl de potenciador, 2 ɛl del producto de la primera reacción de PCR, 0,2 

ɛl de enzima polimerasa de ADN Taq Platinum pfx con actividad 3-́ 5´exonucleasa correctora (todos 

los reactivos provistos por Thermo Fisher) y se agregó agua para llegar al volumen final de reacción.   

 

En cada ronda de PCR se utilizaron como controles positivos la línea celular B95.8 (EBV+) o a la línea 

celular Raji (EBV+), como control negativo la línea celular K562 (EBV-) y una reacción sin templado 

(se adicionaron 5 ɛl de H2O) como control de no contaminación de los reactivos. 

El programa de ciclado para ambas rondas de amplificación se realizó en un termociclador Veriti 96 

well Thermal Cycler (Applied Biosystems) según se describe en la (Tabla 8). 

 

Tabla 8: Programa de 1º y 2º ronda de amplificación utilizados. 

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 Paso 4 

Temperatura 95°C 95°C 52ºC 72°C 72ºC 15ºC 

Tiempo 5 min 45 seg 45 seg 45 seg 7 min Ḑ 

 

 

4.9.4. Purificación y cuantificación de los productos de amplificación 

 

Los productos de amplificación se sometieron a electroforesis en gel de agarosa UltraPure Agarose 

(Invitrogen) al 2 % disuelta en solución salina TAE 1x (40 mM Tris-Acetato pH 7,6; 1 mM EDTA) 

teñido con el colorante seguro Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Juntamente con las muestras se 

corrió el marcador de peso molecular comercial CienMarker (Biodynamics). La corrida electroforética 

se realizó a 100 V y amperaje variable durante 35 min en el caso de vIL10 y 50 min en el caso de 

EBNA2. Los geles fueron luego visualizados bajo luz ultravioleta en un transiluminador Benchtop UV 

Transilluminator (UVP). Los fragmentos de amplificación específicos se cortaron del gel con un bisturí 

estéril y los fragmentos de agarosa se colocaron en microtubos de 1,5 ml y se conservaron a -20ºC hasta 

su purificación. A todas aquellas muestras de las cuales se obtuvo una banda en el gel de agarosa, 

correspondiente al fragmento amplificado de interés, se les realizó una segunda ronda de la segunda 

PCR y volvieron a ser corridas en el gel de agarosa, una vez cortadas las bandas se juntaron con las 

previamente obtenidas. De esta forma se obtuvo mayor cantidad de ADN para la secuenciación. 

Dichas muestras, se purificaron con el equipo de reactivos comerciales QIAEX II Gel Extraction Kit 

(Qiagen). Brevemente, a las bandas escindidas se les adicionó 600 µl de la solución QX1, 10 µl de la 
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resina comercial QIAEX II y se incubó a 50º C por 10 en bloque térmico. Se centrifugó la muestra por 

30 segundos y se removió el sobrenadante. Se lavó el pellet con 500 µl de la solución QX1, se mezcló 

en vortex hasta homogeneizar la muestra, nuevamente se centrifugó por 30 segundos y se removió el 

sobrenadante para eliminar los residuos de agarosa. Se lavó el pellet 2 veces con 400 µl de la solución 

PE, se mezcló en vortex hasta homogeneizar la muestra y nuevamente se centrifugó por 30 segundos y 

se removió el sobrenadante para eliminar los residuos de sales contaminantes. Se dejó secar el pellet 

seg¼n las indicaciones del fabricante. Para eluir el ADN se agregaron 20 ɛl de agua, se mezcl· en vortex 

y se incubó a temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugó por 30 segundos y se traspasó el 

sobrenadante a un nuevo tubo, el cual contenía el ADN purificado. 

Se cuantificó y se evaluó la pureza del ADN purificado en un espectrofotómetro de nano gota NanoDrop 

One (Thermo Fisher). 

 

4.9.5.  Secuenciación automatizada 

 

Los productos de amplificación se secuenciaron en un secuenciador ABI 3500 DNA Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) con el reactivo comercial de secuenciación BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems), en la Unidad de Investigación Traslacional (UIT), del Hospital 

de Ni¶os ñDr. Ricardo Guti®rrezò. Para cada producto de amplificaci·n se realizaron dos reacciones de 

secuenciación, una en sentido forward, sentido 5 ´a 3´ de la hebra codificante, y una reacción reverse, 

sentido 3´ a 5´ de la hebra codificante. Cada mezcla de amplificación con didesoxinucleótidos 

fluorescentes terminadores de cadena (ddNTPs), se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante:  

2ɛl de cada uno de los cebadores utilizados en el segundo ciclo de PCR anidada, tanto delantero como 

reverso, pero en tubos separados (5 ɛM), 1,75 ɛl de soluci·n tamp·n, 0,5 ɛl de reactivo BigDye 

Terminator que contiene los ddNTPs, desoxinucleótidos (dNTPs) y la enzima ADN polimerasa. 

Finalmente, a cada tubo de reacción se le adicionó el volumen correspondiente a 40 ng de ADN y se 

completó con H20 hasta un volumen final de 10 ɛl.    

El ciclo de amplificación se realizó siguiendo las condiciones detalladas en la Tabla 9 en el 

termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems) de la UIT. 

 

Luego de la amplificación, los productos amplificados fueron traspasados a diferentes pocillos de una 

placa de 96 pocillos, donde se llevó a cabo la precipitación pre-secuenciación. A tal fin, se agregaron 40 

ɛl de una soluci·n S1 (30 ɛl de Etanol + 10 ɛl de agua) a cada pocillo, se tap· la placa y se mezcl· 

utilizando un vortex durante 15 segundos a 1800 rpm. Luego, se incubó la placa durante 10 min a 

temperatura ambiente en oscuridad. Se centrifugó 30 min a 2500 g y a temperatura ambiente y se 

descart· el sobrenadante por volcado directo. Se agregaron 150 ɛl de una soluci·n S2 (105 ɛl de Etanol 

+ 45 ɛl de agua) a cada pocillo, se mezcl· utilizando un vortex para placas durante 15 segundos a 1800 

rpm. Se centrifugó 10 min a 2000 g a temperatura ambiente y se descartó el sobrenadante por volcado 



Metodología 

   49 
 

 
 

 

directo, en este caso se dejó la placa boca abajo sobre un papel absorbente. Luego, se centrifugó la placa 

invertida 20 segundos a 400 g y se dejó evaporar el etanol 5 minutos en oscuridad. Finalmente se 

adicionaron 10 ɛl de formamida por pocillo, se mezcló utilizando un vortex vigorosamente durante 15 

segundos, se centrifugó 20 segundos a 400 g y se colocó en el termociclador 2 minutos a 95 º C para 

desnaturalizar el ADN. Una vez finalizado el ciclo, se colocó la placa en una gradilla refrigerada y se 

agregó una septa de goma para cubrirla. Finalmente, la placa se colocó en el analizador genético y se 

seleccionó el programa de secuenciación acorde a la longitud de cada fragmento a secuenciar. 

 

Tabla 9: Condiciones de ciclado previo a la secuenciación. 

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 

Temperatura 96ºC 96ºC 50º C 60º C 

Tiempo 1 min 10 seg 5 seg 4 min 

 

 

4.9.6.  Análisis de secuencias y reconstrucción filogenética 

 

Las secuencias se editaron, alinearon y analizaron con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor 

versión 7.0 (Hall, 1999). La reconstrucción de las relaciones filogenéticas para identificar asociaciones 

con la patología (EM) y geografía se realizó bajo el modelo de máxima verosimilitud con el programa 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis; MEGA versión X (Kumar et al., 2018). La estimación del 

modelo evolutivo de cada alineamiento de secuencias analizadas se realizó con el programa MEGAX 

(Tabla 10). Este programa utiliza el algoritmo de máxima verosimilitud para estimar, con valor 

estadístico, cuál es el modelo de evolución que más se ajusta a los datos experimentales. La validación 

estadística de la topología de cada árbol fue realizada mediante remuestreo (1000 pseudoréplicas), 

siguiendo el mismo modelo de evolución deducido anteriormente. Para la visualización de los árboles 

filogenéticos se utilizó el programa MEGAX. 

En el caso del alineamiento de gen BYRF1 que codifica para la proteína viral EBNA2, se usaron 

secuencias de referencia descargadas de Genbank: B95.8 (número de acceso de Genbank NC007605.1), 

Raji (número de acceso de Genbank KF717093.1) y GD1 (número de acceso de Genbank AY961628.3). 

Y además se crearon los alelos 1.1, 1.2A, 1.2B, 1.3A y 1.3B usando de base la secuencia de la línea de 

referencia B95.8 y modificando las bases nucleotídicas que se describen para dichos alelos y que fueron 

originalmente descriptas y publicadas por Mechelli y col (Mechelli et al., 2015a). Además, para la 

reconstrucción de las relaciones filogenéticas y con el objetivo de identificar asociaciones con la 

geografía y otras patologías se generó un dataset balanceado por geografía y patología con secuencias 

que se extrajeron de Genbank que pertenecían a diferentes regiones geográficas del mundo (Argentina 

(n = 30), Europa (n = 32), Asia (n = 35), Asia Occidental (n = 5), África (n = 36), Estados Unidos (n = 

https://www.zotero.org/google-docs/?SG4xfq
https://www.zotero.org/google-docs/?qxB9Hc
https://www.zotero.org/google-docs/?K0nLgo
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19), Australia (n = 18), Indonesia (n = 26) y Papúa Nueva Guinea (n = 6)). Dichas secuencias provenían 

de aislamientos de distintas patologías neoplásicas como linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, 

carcinomas nasofaríngeos y desórdenes linfoproliferativos postrasplante. También se incluyeron 

secuencias de aislamientos provenientes de pacientes con mononucleosis infecciosa y, por último, 

muestras no neoplásicas de dadores sanos. 

  

Nota: Dado que se trata de un virus ADN que presenta poca variabilidad genómica la secuenciación 

directa resulta ser una metodología adecuada para el estudio de polimorfismo de diferentes genes de este 

virus. Más aún, los resultados previos obtenidos por este grupo de trabajo para otras regiones genómicas 

han demostrado que esta técnica permite poner en evidencia sin dificultad la presencia de coinfecciones 

con distintas variantes virales. 

 

Tabla 10: Modelos de evolución. 

Alineamiento Modelo de 

evolución 

Parámetros 

Gen BCRF1 JC Todas las sustituciones con igual probabilidad; Igual frecuencia de 

bases (A = 0,250; C = 0,250; G = 0,250; T = 0,250) R=0,5 

Porción 3' C-ter del 

gen BYRF1 

JC + G Todas las sustituciones con igual probabilidad; Igual frecuencia de 

bases (A = 0,250; C = 0,250; G = 0,250; T = 0,250) R=0,5 

JC: Jukes-Cantor; JC+G: Jukes-Cantor con tasa de variación entre sitios que siguen una distribución 

gamma (G). 

 

 

4.10. Preparación de muestras para RNA-seq. 
 

4.10.1.  Separación de linfocitos B con infección latente por el EBV a través del Método para analizar 

ARN luego de una separación intracelular (MARIS) 

 

4.10.1.1.  Aislamiento de linfocitos B vírgenes y de memoria mediante inmuno selección positiva. 

 

Luego de la separación de las CMSP, se realizó el aislamiento de linfocitos B de memoria siguiendo las 

instrucciones del reactivo EasySep Human Memory B cells Isolation Kit (Stemcell). Este kit se basa en 

un ensayo de inmuno selección positiva sin utilizar columnas. En resumen, se colocaron las CMSP 

resuspendidas en la solución tampón EasySep en un tubo al que luego se le adicionó una mezcla de 

anticuerpos y partículas magnéticas (Releasable RapidSpheres) que se unen a las células CD27+. Luego 

se colocó el tubo con la mezcla en una gradilla con magnetos, donde las partículas magnéticas quedan 

adheridas a la pared del tubo. En este caso, el sobrenadante es volcado en un tubo nuevo sin sacar el 
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anterior del magneto. En el caso deseado de separar los linfocitos B vírgenes se conserva el sobrenadante 

para su posterior procesamiento. Se sacó el tubo del magneto y se eliminaron las partículas magnéticas 

mediante varios lavados. Luego se adicionaron otra serie de anticuerpos y partículas magnéticas 

(Dextran RapidSpheres) que se unen a las células que no sean las de interés y colocando el tubo en el 

magneto, se eliminan todas las células que no sean los linfocitos B de memoria. El sobrenadante se 

vertió en un tubo nuevo sin sacar el anterior del magneto y esta fracción final del aislamiento contenía 

las células de memoria altamente purificadas. 

Para aislar los linfocitos B vírgenes se continuó trabajando con el tubo que se separó en el primer paso 

del protocolo. Al sobrenadante se le agregaron las partículas magnéticas (Dextran RapidSpheres) que 

se unen a las células que no sean las de interés y colocando el tubo en el magneto se eliminaron todas 

las células que no sean los linfocitos B vírgenes. El sobrenadante se vertió en un tubo nuevo sin sacar el 

anterior del magneto y esta fracción final del aislamiento contenía las células vírgenes altamente 

purificadas. 

Con este método fue posible obtener una pureza del 95.4 ± 4.4 (%) para los linfocitos B de memoria y 

del 90.6 ± 9.0 (%) para los linfocitos B vírgenes. 

 

4.10.1.2.  MARIS (Method for Analyzing RNA following Intracellular Sorting) 

 

Con el objetivo de separar por citometría de flujo los linfocitos B EBV+ y EBV- y luego aislar el ARN 

de dichas células para realizar un RNA-seq se utilizó un método para analizar ARN luego de una 

separación intracelular (MARIS, por sus siglas en inglés) (Hrvatin et al., 2014). Esta técnica permite 

obtener ARN de alta calidad de distintos tipos celulares para el análisis de transcriptoma después de la 

fijación celular, la tinción inmunofluorescente intracelular y el posterior Cell-Sorting. En particular para 

mantener la integridad del ARN, se utilizó en todos los pasos del protocolo el inhibidor de ribonucleasas 

eucarióticas RNAsin Plus Ribonuclease Inhibitor (Promega), cuya función es evitar que dichas enzimas 

degraden el ARN.  

 

Los linfocitos B de memoria y B vírgenes aislados previamente fueron fijados y permeabilizados con la 

solución Fix/Perm (4 % PFA paraformaldehído, 0,1 % saponina en PBS suplementado con RNasin en 

una proporción 1:100). Las células se incubaron por 30 minutos a 4°C. y luego se centrifugaron a 3000 

g por 3 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y finalmente se realizó un lavado con solución de 

lavado (0.2 % BSA, 0.1 % saponina en PBS suplementado con 1:100 de RNAsin). Para la tinción con 

los anticuerpos, detallados en la siguiente sección, los mismos fueron diluidos en una solución de tinción 

(1 % BSA, 0.1 % saponina en PBS suplementado con 1:25 de RNAsin), y se resuspendieron las células 

en la mencionada solución. Se colocaron los tubos en un agitador rotatorio bidireccional por 1 hora a 

temperatura ambiente en oscuridad. Se centrifugaron las células a 3000 g por 3 minutos y se descartó el 

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0089459
https://www.zotero.org/google-docs/?y3fe4o
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sobrenadante. Se realizaron dos lavados con la solución de lavado y, por último, se resuspendieron las 

células en solución de corrida (0.5 % BSA en PBS suplementado con 1:25 de RNAsin).  

 

4.10.1.3.  Separación de células utilizando citometría de flujo (Cell-Sorting) 

 

Las células B infectadas en forma latente por EBV se detectaron mediante la evaluación de la expresión 

del antígeno viral EBNA1 mediante una marcación intracelular. Se realizaron controles para determinar 

la autofluorescencia de las células donde se utilizaron los linfocitos B tanto vírgenes como de memoria 

sin marcación o tinción. Luego se usaron los controles de isotipo, anticuerpos que carecen de 

especificidad hacia un blanco de las células, pero son de la misma clase y tipo de los anticuerpos 

utilizados en la marcación. Para este fin se utilizó el Mouse IgG1 kappa Isotype Control (P3.6.2.8.1, 

Thermo Fisher, 1:100) como control de isotipo de FITC y el Mouse IgG2b kappa Isotype Control 

(eBMG2b, Thermo Fisher, 1:100) como control de isotipo de PE. Por último, se usaron marcaciones 

simples que sirven para la compensación de los fluoróforos. En este caso, se utilizaron el anti-CD20 

(APC, Thermo Fisher, 1:100) y el anti-EBNA1 (PE, Santa Cruz Biotechnology, 1:100).  

 

La separación de las células se realizó utilizando el citómetro de flujo FACSAria II (Becton Dickinson). 

Se separaron 2 poblaciones: CD20+ EBNA1+ y CD20+ EBNA1-. La selección de las poblaciones se 

realizó según la estrategia de gating que puede observarse en la figura 7. Cada población celular 

separada fue resuspendida en 750 µl de reactivo inhibidor de enzimas degradadoras del ARN TRIzol 

Reagent (Invitrogen) y se las remitió al Broad Institute en Massachusetts, Estados Unidos de Norte 

América, para realizar el ensayo de secuenciación de ARN (RNA-seq). La realización del RNA-seq y su 

posterior análisis bioinformático se realizó a través de la colaboración con el Dr. Francisco Quintana y 

su equipo de trabajo.  

Figura 7: A) Se seleccionó la población correspondiente a los Linfocitos. B) Dentro de la población de 

linfocitos se seleccionaron los Linfocitos B CD20+ (Visualizados en el cuadrante Q6). C) Dentro de la 

población de linfocitos B, se seleccionaron los EBNA1+ (Visualizados en el cuadrante Q3) y los EBNA1- 

(Visualizados en el cuadrante Q4).  
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4.11. Ensayos en ratones in vitro 
 

Debido a que en los resultados del RNA-seq se vio una disminución en la expresión de ARNm de 

Iqgap1, en los linfocitos B CD20+ EBNA1+ de pacientes con EM comparado con linfocitos B CD20+ 

EBNA1- de pacientes con EM, se decidió realizar ensayos in vitro, simulando los resultados obtenidos. 

Por lo tanto, se silenció Iqgap1, en linfocitos B de ratones (lo cual representaría a los linfocitos B CD20+ 

EBNA1+ de los pacientes con EM) y se los compararon con linfocitos B de ratones sin silenciar ningún 

gen (lo cual representaría a los linfocitos B CD20+ EBNA1-).  

Dichos experimentos se realizaron en el laboratorio del Dr. Francisco Quintana en el Brigham And 

Women's Hospital, de la Universidad de Harvard, Boston, Estados Unidos, bajo su tutela y también la 

de la Dra. Liliana Sanmarco. Esta colaboración, se realizó en el marco de la beca de capacitación Du 

Pré otorgada mediante concurso por la Asociación Internacional de Esclerosis Múltiple (MSIF, por sus 

siglas en inglés) entre enero y junio del 2019.  

Estos experimentos que implican el uso de animales de laboratorio cuentan con la aprobación del 

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) del Brigham and Women's Hospital, Número 

de protocolo 2016N000335, para asegurar el bienestar de los animales involucrados en el proyecto de 

investigación (Anexo G).  

 

4.11.1.  Ratones 

 

Par el aislamiento de los linfocitos B se utilizaron ratones salvajes C57BL/6J (Cepa #:000664, The 

Jackson Laboratory) (n = 4) de entre 8 a 10 semanas. 

Para el aislamiento de los linfocitos T, se sacrificaron ratones OTII (Cepa #:004194, The Jackson 

Laboratory) (n = 4) y 2D2 (Cepa #:006912, The Jackson Laboratory) (n = 4) de entre 8 a 10 semanas. 

Los ratones OTII tienen el TCR específico para la proteína ovoalbúmina de gallina (OVA323-339) en el 

contexto de MHCII. Por lo tanto, administrando OVA323-339 al medio de cultivo se puede estudiar la 

biología de los linfocitos T, las interacciones TCR-ligando, la activación de células T, la selección 

tímica, la presentación cruzada de antígenos y la tolerancia e inducción de células T centrales y 

periféricas (Barnden et al., 1998). Por otro lado, los ratones 2D2 tienen el TCR re arreglado para 

reconocer una fracción de la glicoproteína de la mielina de oligodendrocitos (MOG35-55). Por lo tanto, 

administrando MOG35-55 al medio de cultivo es posible estudiar el repertorio de células T específicas 

para MOG, así como también estudiar la neuritis óptica y su relación con el desarrollo de la 

autoinmunidad en el SNC (Bettelli et al., 2003). 

Se utilizaron estos ratones ya que los OTII son un modelo general de autoinmunidad, mientras que los 

2D2 son el modelo más utilizado para estudiar la EM, ya que desarrollan la enfermedad de forma similar 

en incidencia y manifestación a las que desarrollan los pacientes con esclerosis múltiple.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?MUoftF
https://www.zotero.org/google-docs/?w42P41
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4.11.2.  Aislamiento de linfocitos B  

 

Se sacrificaron los ratones salvajes (n = 2) y se les extrajo el bazo para la extracción de esplenocitos 

mediante la utilizaci·n de un tamizador celular de 70 ɛm. Se centrifugaron las c®lulas durante 5 minutos 

a 1500 rpm, seguido de una incubación con 1 ml de solución de lisis de Amonio-Cloruro-Potasio (ACK, 

Thermo Fisher) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para neutralizar dicha solución, se 

adicionaron 20 ml de solución salina fría (PBS, 0.5 % de BSA y 2 mM de EDTA). Finalmente se 

centrifugaron las células durante 5 minutos a 1500 rpm y se retiró el sobrenadante.  

Luego de la separación de las células, se realizó el aislamiento de linfocitos B siguiendo las instrucciones 

del kit comercial B cells isolation kit mouse (Macs Miltenyi Biotec). El kit se basa en un ensayo de 

inmuno selección negativa utilizando columnas LS. En breve, a las células resuspendidas en la solución 

tampón fría se le adicionó una mezcla de anticuerpos biotinilados provistos por el kit de reactivos 

previamente mencionado, que se unen a las células CD43+ y CD4+. A continuación, se resuspendieron 

las células y se incubaron por 5 min a 4ºC, luego se realizó un lavado con la solución tampón fría, se 

agregaron las partículas magnéticas anti-biotina y se mezclaron e incubaron a 4ºC por 10 min. 

Posteriormente se colocó la columna en el separador QuadroMACS (Macs Miltenyi Biotec) y se volcó 

la suspensión celular a la columna. Las partículas magnéticas quedaron adheridas a la pared de la 

columna y se recuperó el eluato que contenía los linfocitos B no marcados.  

 

4.11.3.  Cultivo de linfocitos B  

 

Se contaron las células en cámara de neubauer y se plaquearon entre 100.000 - 200.000 células por 

pocillo en placa de 12 pocillos. Se agregaron 15 Õg/mL de Ŭ-IgM y 500 µl de medio RPMI suplementado 

con 10 % de suero fetal bovino (SFB), 5 mM de HEPES, 2 mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 

100 Õg/mL de estreptomicina y 50 ÕM de ɓ-mercaptoetanol (todos los reactivos provistos por Gibco).  

A su vez se prepararon los ARN de silenciamiento (siARN) específico para Iqgap (Iqgap1-siRNA, 

específico para el gen de interés (Dharmacon)) y scramble (Scr-siARN, control sin ARN diana 

específico (Dharmacon)). Se resuspendieron los liofilizados en 250 µl de agua ultrapura. Se prepararon 

100 µl de medio Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Thermo Fisher Scientific) + 1,5 µl de siARN + 

2 µl de INTERFERin Transfection Reagent (Polyplus-transfection) y se dejó reposar la mezcla por 10 

min a temperatura ambiente. Luego se adicionó dicha mezcla a cada pocillo, obteniendo un volumen 

final de 603,5 µl. Cada condición se sembró por triplicado, la placa se incubó en estufa a 37°C en 

condiciones de 5 % de CO2 por 3 días. Cada día se centrifugó la placa y se aspiró el sobrenadante de 3 

pocillos del control y del gen silenciado y a su vez; al pellet de cada well se le agregaron 350 µl de la 

solución de lisis RNeasy Lysis Buffer (RLT) (Qiagen). Finalmente, el sobrenadante se congeló a -20°C 

para evaluar expresión de citoquinas con la técnica de ELISA y el pellet fue mantenido a -70°C para 

evaluar el silenciamiento del gen por qPCR.  
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4.11.4.  Aislamiento de ARN 

 

A partir de los linfocitos B, se purificó el ARN utilizando el kit comercial RNeasy Mini kit (Qiagen). 

Brevemente, se adicionaron 350 µl de etanol 70 % al lisado de células y se mezcló con la pipeta. Se 

transfirieron los 700 µl de la muestra, incluyendo cualquier precipitado a una columna (RNeasy mini) 

ubicada dentro de un tubo colector de 2 ml. Se centrifugó por 1 min a 8000 g y se descartó el eluato. Se 

agregaron 700 µl de solución tampón RW1 a la columna, se centrifugó por 1 min a 8000 g y se descartó 

el eluato. A continuación, se agregaron 500 µl de solución tampón RPE a la columna, se cerró la tapa, 

se centrifugó por 1 min a 8000 g y se descartó el eluato. A fin de garantizar que el ARN se encontrará 

libre de contaminantes de la solución RPE se repitió el último paso, solo cambiando el tiempo de 

centrifugación por 2 min a 8000 g para finalmente descartar el eluato. Se colocó la columna dentro de 

un nuevo tubo colector y se centrifugó a 16000 rpm por 1 min para secar la membrana. Por último, se 

colocó la columna en un nuevo tubo colector, se agregaron 30 µl de agua libre de RNasas y se centrifugó 

por 1 min a 8000 g para eluir el ARN. El ARN se colocó inmediatamente en hielo si iba a ser usado en 

el momento, o se congeló a -70°C si iba a ser usado con posterioridad.  

 

4.11.5.  Síntesis de ADNc 

 

Luego de realizar la cuantificación del ARN por absorbancia a 260 nm utilizando espectrofotómetro de 

nano gota Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher), se preparó la reacción de síntesis de ADNc siguiendo 

las instrucciones del equipo de reactivos High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life 

technologies) utilizando una solución tampón 10× RT, dNTPs 25×, cebadores al azar 10×, Transcriptasa 

reversa, 2 µg de ARN y agua hasta completar un volumen final de reacción de 20 µl (todos los reactivos 

provistos por (Applied Biosystems). Los tubos individuales se colocaron dentro del termociclador Veriti 

96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems) y se utilizó el programa detallado a continuación (Tabla 

11).  

 

Tabla 11: Condiciones de ciclado utilizado para la síntesis del ADNc. 

Condiciones Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 

Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C 

Tiempo 10 min 120 min 5min Ḑ 
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4.11.6.  Reacción de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

 

4.11.6.1.  Generación de curvas estándar 

 

Antes de llevar a cabo cada reacción de qPCR se generaron las curvas estándar correspondientes. 

Brevemente, para generar dichas curvas, se utilizó ADNc de linfocitos B provenientes de los ratones 

salvajes y por separado ADNc de linfocitos T provenientes de los ratones OTII y 2D2. A partir de este 

ADNc se realizaron 5 diluciones seriadas al décimo. Por duplicado, se realizaron las reacciones de 

amplificación específicas a las temperaturas correspondientes tanto para los genes de interés y su 

respectivo control o gen endógeno (housekeeping). Las diluciones, en todos los casos, se consideraron 

correctas cuando la diferencia de Ct entre cada punto de las curvas fuera de 3,3 ciclos. El valor de Ct 

refleja el número de ciclo al cual el nivel de fluorescencia alcanzado supera el umbral, valor que es 

proporcional a la cantidad de material genómico presente en la muestra original. 

A partir de la gráfica de la curva de amplificación en fase lineal, se estableció la línea de base 

dos ciclos antes del comienzo de la amplificación. Se estableció el valor de umbral y línea de base, tanto 

para las curvas estándar del gen housekeeping como para los genes de interés. En el caso del valor 

umbral, este se estableció sobre la gráfica en escala logarítmica y dentro de la fase exponencial de la 

curva de amplificación. Una vez establecidos estos parámetros, se registró el valor del ciclo en el cual 

el nivel de fluorescencia detectada superó el umbral (Ct), correspondiente al primer punto de la curva. 

El valor de Ct obtenido a partir del primer punto de cada una de las curvas de calibración, se empleó 

como el valor de Ct del ñcalibradorò en el cálculo de la expresión relativa. 

Para todos los genes evaluados, se graficó el promedio del Ct obtenido en cada dilución en 

función del logaritmo de dicha dilución. A partir de estas curvas, se determinó la eficiencia de 

amplificación (E) y el coeficiente de correlación (R) en cada caso. Se consideró una buena eficiencia 

cuando ésta se encontrará dentro del rango de 90 - 110 %. En el caso de que se encuentre dentro de 

dicho rango, el valor de la eficiencia permite evidenciar que, finalizado cada ciclo de amplificación, el 

templado se duplicó durante la etapa exponencial del ciclo. Esta se calculó aplicando la ecuación (1): 

                           ὉὪὭὧὭὩὲὧὭὥ Ὁ  101Ⱦ  - 1 (1) 

A su vez, se determin· el æCt para cada valor entre las curvas de los genes housekeeping y las 

curvas correspondientes a los genes de inter®s. Se grafic· el logaritmo de la diluci·n en funci·n del æCt 

y se obtuvo el dato de la pendiente de dicha recta, el cual proporciona información acerca de la similitud 

de los niveles de expresión entre el gen de interés y el gen housekeeping respecto a cada dilución. Se 

consideró un valor de pendiente < 0,1 como criterio para considerar una diferencia constante de Ct en 

todas las diluciones y validar el uso de los genes endógenos. 
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Una vez obtenidas las curvas estándar, se ensayaron las muestras de interés. Se amplificó el gen 

end·geno y el transcripto de inter®s, registr§ndose el valor Ct para cada muestra (valor Ct ñmuestraò en 

la ecuación 2).  

Por último, la expresión génica se determinó mediante una cuantificación relativa. Según el método 

ææCt, se calcul· la relaci·n de cambio (RQ) para los transcriptos ensayados en cada caso seg¼n la 

ecuación (2): 

                               ὙὩὰὥὧὭ·ὲ ὨὩ ὧὥάὦὭέ Ὑὗ  
 1    

      (2) 

 

4.11.6.2.  Cuantificación relativa del ARNm 

 

Una vez obtenido el ADNc se realizó la reacción de qPCR. Se preparó la mezcla utilizando Fast Master 

Mix (1×) (Thermo Fisher), la sonda TaqMan específica (1×) y agua. Se agregaron 5,5 µl de mezcla por 

reacción y 4,5 µl de ADNc. Cada reacción se realizó por duplicado. Las sondas usadas fueron Iqgap1 

(Mm01313746_m1, Thermo Fisher) y Gapdh (Mm99999915_g1, Thermo Fisher) para comprobar el 

silenciamiento del gen Iqgap1. También se evaluaron otros genes de interés: Il10 (Mm01288386_m1, 

Thermo Fisher), Il6 (Mm00446190_m1, Thermo Fisher), Csf2 (Mm01290062_m1, Thermo Fisher) y 

Tnf (Mm00443258_m1, Thermo Fisher). A su vez, en cada corrida se realizaron los controles 

correspondientes a la reacción de qPCR. Se utilizó un control negativo, o control sin templado (NTC, 

non template control), reemplazando al ADNc con 4,5 µl de H2O destilada con el objetivo de controlar 

que los reactivos utilizados en la reacción no se encontraran contaminados. 

Se utilizó el equipo ViiA 7 Real Time PCR System (Applied Biosystems), el método experimental fue el 

Ct comparativo (ȹȹCʪ) en modo r§pido. Se colocaron 10 Õl de reacci·n en cada pocillo de las placas 

MicroAmp Optical 384-Well (Applied Biosystem) y se utilizó el programa detallado a continuación 

(Tabla 12). Se realizaron 6 réplicas de cada condición. 

 

Tabla 12: Ciclado utilizado para la qPCR. 

Parámetros Activación de la 

polimerasa 

PCR 

(60 Ciclos) 

Desnaturalización Elongación 

Temperatura 95ºC 95ºC 60ºC 

Tiempo 10min 15 seg 1 min 
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4.12. Silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos B y posterior cocultivo con linfocitos T 
 

4.12.1.  Aislamiento de linfocitos B y T  

 

Para el aislamiento de los linfocitos B se siguió el protocolo detallado en la sección 11.2. Para el 

aislamiento de los linfocitos T provenientes de los ratones OTII y 2D2 se siguieron las instrucciones del 

equipo de reactivos Naive CD4+ T cell isolation kit mouse (Macs Miltenyi Biotec). El kit se basa en un 

ensayo de inmuno selección negativa utilizando columnas LS. En breve, a las células resuspendidas en 

la solución tampón fría (PBS, 0.5% de BSA y 2 mM de EDTA) se le adicionó una mezcla de anticuerpos 

biotinilados, provistos en el kit, y que se unen a las células: CD11b, CD11c, CD19, CD25, CD45R 

(B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC class II, Ter-119, y TCRɔ/ŭ. Se resuspendi· e incub· por 5 

min a 4ºC, se realizó un lavado con la solución tampón fría y se agregaron las partículas magnéticas 

anti-biotina y las anti-CD44 y se mezclaron e incubaron por 10 min a 4ºC. Posteriormente se colocó la 

columna en el separador QuadroMACS (Macs Miltenyi Biotec) y se trasvasó la suspensión celular a la 

columna. Las partículas magnéticas quedaron adheridas a la pared de la columna, y se recuperó el eluato 

que contenía los linfocitos T no marcados. 

 

4.12.2.  Cocultivo de linfocitos B y T 

 

Se contaron las células en cámara de Neubauer y se plaquearon entre 300.000 y 600.000 células T por 

pocillo en placa de 24 pocillos. Se las cultivaron durante 3 d²as con 10 Õg/ml de Ŭ-CD3 (BioLegend) + 

0,25 Õg/ml de Ŭ-CD28 (BioLegend). Luego se cocultivaron los linfocitos T con linfocitos B que habían 

sido silenciados previamente según se describió en el apartado 11.3 en una proporción 3:1 (3T:1B) y 

además se les agregó el péptido correspondiente: a los cultivos de linfocitos T provenientes de ratones 

OTII se les agregó el péptido OVA (10 µg/ ml) y a los cultivos de linfocitos T provenientes de ratones 

2D2 se les agregó el péptido MOG (20 µg/ ml) según se describe en la Tabla 13. 

Cada condición se sembró por triplicado y la placa se incubó en estufa a 37°C en condiciones de 5 % de 

CO2 durante 3 días.  

 

Tabla 13: Condiciones de los pocillos para el cocultivo de linfocitos T y B. 

Scr siRNA 

3T:1B 

OTII + OVA 

Scr siRNA 

3T:1B 

OTII + OVA 

Scr siRNA 

3T:1B 

OTII + OVA 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

OTII + OVA 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

OTII + OVA 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

OTII + OVA 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 
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4.12.3.  Proliferación celular 

 

La proliferación celular de los linfocitos B fue evaluada utilizando el método de incorporación de 

timidina tritiada. Para ello, se cultivaron los linfocitos B en placas de 96 pocillos, con 1 µl de timidina 

y 19 µl de medio de cultivo RPMI, suplementado con Ŭ-IgM (todos los reactivos provistos por Gibco). 

La placa fue incubada a 37°C durante toda la noche. La timidina radiactiva incorporada al ADN fue 

luego cuantificada en un contador de centelleo TRI-CARB 4910TR 110 V Liquid Scintillation Counter 

(PerkinElmer). Los grupos evaluados fueron linfocitos B con el ARN de silenciamiento control (Scr-

siARN) y el dirigido hacia el blanco de interés (Iqgap1-siRNA). Se hicieron 6 réplicas de cada condición. 

 

4.12.4.  Citometría de flujo  

 

4.12.4.1.  Tinción de marcadores de superficie e intracelulares 

 

Luego de 3 días de cocultivo de los linfocitos T y B, se centrifugó la placa y se recuperó el sobrenadante, 

que fue conservado a -20ºC para un posterior ensayo de medición de citoquinas por ELISA. Al pellet, 

se le adicionaron 200 µl de una mezcla, que contenía phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma-

Aldrich, 50 ng/ml), ionomicina (Sigma-Aldrich, 1 ɛM), GolgiStop (BD Biosciences, 1:1500) and 

GolgiPlug (BD Biosciences, 1:1500) diluido en medio de cultivo RPMI (Life Technologies) 

conteniendo 10 % suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich), 1 % solución penicilina/estreptomicina 

(Thermo Fisher Scientific), 50 ɛM 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y 1 % aminoácidos no esenciales 

(Life Technologies).   

Se incubó la placa por 4 h en la estufa a 37 grados. Se centrifugó 5 min a 1500 rpm y se descartó el 

sobrenadante por volcado directo. Para la tinción de marcadores de superficie, se usó una concentración 

de anticuerpos entre 1/50 - 1/100 y en el caso del marcador de viabilidad LIVE/DEAD cell (405 Aqua, 

Thermo Fisher) se usó una concentración 1/1000. Se agregaron todos los anticuerpos a 2 mL de 

PBS/BSA/EDTA y se dispensaron 100 µl de la mezcla por pocillo. Se incubó a 4ºC por 30 min en 

oscuridad. Se lavó con 100 µl de PBS/BSA/EDTA. Se centrifugó por 5 min 1500 rpm y se descartó el 

sobrenadante por volcado directo. Para la fijación se usó el equipo comercial de reactivos Intracellular 

Fixation & Permeabilization Buffer Set (eBioscience). En resumen, se mezcló 1 ml de fijador y 3 ml de 

diluyente y se agregaron 75 µl de la mezcla a cada pocillo. Se incubó 20 min a temperatura ambiente. 

Se lavó con 100 µl de una solución tampón de lavado 10×. Se centrifugó 5 min a 1500 rpm y se descartó 

el sobrenadante por volcado directo. 

Para la tinción intracelular se utilizó una concentración de anticuerpos 1/100, se usaron 20 µl de cada 

anticuerpo que fue diluido en 2 mL de solución tampón de lavado. Se agregaron 100 µl de la mezcla por 

pocillo y se incubó durante 45 min a 4ºC protegido de la oscuridad. Se lavó con 100 µl de una solución 

tampón de lavado 10×. Se centrifugó 5 min a 1500 rpm y se descartó el sobrenadante por volcado directo. 

Finalmente, se resuspendió el pellet en una solución de PBS/BSA/EDTA en un volumen de 180 µl por 



Metodología 

   60 
 

 
 

 

pocillo y se conservó a 4ºC protegido de la luz hasta el momento de la citometría. La citometría de flujo 

se realizó utilizando el equipo Symphony A5 (BD Biosciences).  

  

4.12.5.  Diferenciación de linfocitos T  

 

Se aislaron y cultivaron los linfocitos T de un ratón 2D2 como se explicó en la sección 13.1. Una vez 

que fueron cultivados, se adicionaron distintos estímulos para diferenciar a los linfocitos en los linajes 

de inter®s (Th1 y Th17). Por un lado, para diferenciar a linfocitos Th1 adem§s de utilizar Ŭ-CD3 y Ŭ-

CD28, se agregó a la mezcla IL-12 (R&D Systems, 30 ng/ml) + Ŭ-IL-4 (BioLegend, 2,5 ɛg/ml) y, en 

paralelo, para diferenciar los linfocitos T a Th17 sumados al Ŭ-CD3 y Ŭ-CD28, se adicionó IL-6 (R&D 

Systems, 30 ng/ml) + TGF-ɓ (Miltenyi, 3 ng/ml) + IL-23 (Thermo Fisher Scientific, 30 ng/ml) + Ŭ-IL-

4 + Ŭ-IFNɔ (R&D Systems, 5 ɛg/ml). Luego de 3 d²as de cultivo, se cocultivaron los linfocitos T 

diferenciados con los linfocitos B previamente silenciados y se agregó el péptido MOG (Tabla 14).  

Luego de 3 días de cocultivo, se centrifugó la placa, se guardó el sobrenadante para medir citoquinas 

por ELISA y se usó el pellet para evaluar distintos marcadores por citometría de flujo y qPCR.  

 

Tabla 14: Condiciones de los pocillos para el cocultivo de linfocitos T diferenciados y linfocitos B. 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th0 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th0 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th0 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th0 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th0 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th0 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th1 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th1 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th1 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th1 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th1 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th1 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th17 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th17 

Scr siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th17 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th17 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th17 

Iqgap1-siRNA 

3T:1B 

2D2 + MOG 

Th17 

 

 

4.12.6.  Presentación antigénica  

 
Para evaluar la presentación antigénica se realizó citometría de flujo como se explicó en la sección 13.3. 

Se evaluaron los marcadores de superficie anti-CD3 de ratón (BV750, Biolegend, 1:50), anti-CD4 de 

ratón (PECy7, eBioscience, 1:100), anti-CD19 de ratón (BV605, Biolegend 1:100) para determinar los 

linajes celulares y luego anti-I-A/I -E de ratón (BUV395, BD Bioscience, 1:100), anti-CD80 de ratón 
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(BUV737, BD Bioscience, 1:100) y anti-CD86 de ratón (BUV563, BD Bioscience, 1:100) que son 

moléculas coestimuladoras presentes en las células presentadoras de antígenos.  

 

4.12.7.  Análisis de factores de transcripción 

 

Para el análisis de factores de transcripción por qPCR, se siguieron los pasos detallados en la sección 

11.6. Se evaluó la expresión de Tbx21 (Mm00450960_m1, Thermo Fisher), el factor de transcripción 

de las células Th1; Rorc (Mm01261022_m1, Thermo Fisher), factor de transcripción de las células Th17 

y Foxp3 (Mm00475162_m1, Thermo Fisher), factor de transcripción de las células Treg.  

 

4.12.8.  Análisis de citoquinas por qPCR 

 

El estudio de citoquinas se realizó por qPCR. Se evaluó la expresión relativa de Il10 (Mm01288386_m1, 

Thermo Fisher), Csf2 (Mm01290062_m1, Thermo Fisher), Il17 (Mm00439618_m1, Thermo Fisher), 

Ifnɔ (Mm01168134_m1, Thermo Fisher) y TnfŬ (Mm00443258_m1, Thermo Fisher). 

 

4.12.9.  Análisis de citoquinas por ELISA  

 

Utilizando la técnica de ELISA, se evaluó la concentración de citoquinas (IL-10, INFɔ, GM-CSF, IL-6 

y TNFŬ) secretadas tanto por los linfocitos B como los linfocitos T en cultivo.  

Para sensibilizar la placa, se diluyeron los anticuerpos de captura en PBS 1×: anticuerpo de captura anti-

GM-CSF (Invitrogen, 88-7334-88, 1:250), anticuerpo de captura anti-IL-10 (Invitrogen, 88-7105-88, 

1:250), anticuerpo de captura purificado anti-IFNɔ (BD Biosciences, 551309, 1:500), anticuerpo de 

captura purificado anti-IL-6 (BioLegend, 504501, 1:500) y anticuerpo de captura purificado anti-TNFŬ 

(Biocompare, 510802, 1:500). Se agregaron 100 µl de la dilución a cada pocillo de la placa, se cubrió 

la misma con un film y se incubó a 4°C durante toda la noche. Se lavó la placa con PBS Tween 2× dos 

veces, luego se bloqueó con BSA 1× en PBS y se incubó 2 horas a temperatura ambiente. Mientras tanto, 

se prepararon las muestras y los estándares, que se diluyeron en una solución tampón Elispot 

(eBioscience) 1×. Se sembraron 50 µl de las muestras y los estándares en cada pocillo y se incubó 2 

horas en agitador a 4° C. Al día siguiente las placas fueron lavadas 5 veces con PBS Tween 1× e 

incubados con los anticuerpos de detección diluidos en Elispot 1×: anticuerpo de detección anti-GM-

CSF (Invitrogen, 1:250), anticuerpo de detección anti-IL-10 (Invitrogen, 1:250), anticuerpo biotinilado 

anti-IFNɔ (BD Biosciences, 1:500), anticuerpo biotinilado anti-IL-6 (BioLegend, 1:500) y anticuerpo 

biotinilado anti-TNFŬ (BioLegend, 1:500) durante 1 h a temperatura ambiente en un agitador rotatorio 

bidireccional. Luego, las placas fueron lavadas 8 veces con PBS Tween 1× e incubadas con Avidina-

HRP diluida con Elispot 1× (Invitrogen, 1:250) durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador 

rotatorio bidireccional. Las placas fueron lavadas nuevamente 8 veces con PBS Tween 1× y se revelaron 

utilizando TMB Substrate Solution 1× (Invitrogen). La reacción se detuvo con KPL TBM Stop Solution 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm00450960_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm01261022_m1?CID=&ICID=&subtype=
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(SeraCare) y finalmente, se midió la absorbancia con el lector Glo-Max Explorer Multimode Microplate 

Reader (Promega) utilizando un filtro de 450 nm.  

Para calcular la concentración de cada una de las citoquinas evaluadas, se diluyeron los estándares (6 

diluciones seriadas al medio) y se graficó una recta con los valores de los estándares y sus 

correspondientes diluciones (Tabla 16). Una vez obtenida la ecuación de la recta, se interpolaron los 

valores de absorbancia de las muestras y se obtuvo la concentración para cada una de ellas.  

 

Tabla 16: Citoquinas evaluadas con la metodología de ELISA y armado de la curva estándar para cada 

una de ellas. 

IL -10 e 

INFɔ 

Concentración 

ng/ml 

GM-CSF e IL-6 Concentración 

pg/ml 

TNFŬ Concentración 

ng/ml 

Std 1 10 Std 1 500 Std 1 1 

Std 2 5 Std 2 250 Std 2 0,5 

Std 3 2,5 Std 3 125 Std 3 0,25 

Std 4 0,625 Std 4 62,5 Std 4 0,125 

Std 5 0,312 Std 5 31,25 Std 5 0,0625 

Std 6 0,156 Std 6 15,625 Std 6 0,0312 

 

4.12.10.  Proliferación celular de linfocitos B y T y marcadores de activación 

 

Para evaluar la proliferación celular de los linfocitos luego del cocultivo, se utilizó la técnica de 

citometría de flujo. Se siguió la metodología detallada en la sección 13.3. En particular, se seleccionó la 

población CD19+ (Linfocitos B) y CD3+ y CD4+ (Linfocitos T), mientras que como marcador de 

proliferación se utilizó el anticuerpo anti-ki67 de ratón (AF700, BioLegend, 652419, 1:100). Como 

marcador de activación se usó el anti-CD44 de ratón (PeïCy5, BioLegend, 103010, 1:100).  

4.13.  Análisis estadístico 
 

Se realizó el análisis estadístico utilizando el programa GraphPad Prism 7.00. El estudio fue del tipo 

casos (pacientes con EM) vs controles. Las variables continuas fueron evaluadas con una prueba de t- 

Student en el caso de comparar dos variables o mediante ANOVA en caso de más de dos variables. Para 

determinar las diferencias entre grupos luego del ANOVA, se realiz·Ӣ una comparación de las medias 

mediante la prueba de Tukey. Aquellos datos que no siguieron una distribución normal se analizaron 

aplicando una prueba de Mann Whitney o de Kruskall Wallis, seg¼n el n¼mero de grupos, con 

comparaci·n entre columnas con el post test de Dunns seg¼n correspondiera. Se efectu· el coeficiente 

de correlaci·n de Pearson para calcular el grado de asociaci·n entre variables continuas normalmente 
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distribuidas y el de Spearman para variables no param®tricas. Todas las pruebas fueron two tailed y los 

valores de P < 0,05 se consideraron como estadísticamente significativos.
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Resultados 

 

5.1. Descripción demográfica de la población en estudio 
 

La población en estudio se compuso de 48 hombres y 80 mujeres que formaron parte de la cohorte de 

pacientes con EM y 68 hombres y 59 mujeres que formaron parte del grupo control. El rango etario fue 

de 25-73 años con una mediana de 43,4 en el caso de los pacientes con EM y de 25-75 años con una 

mediana de 45,1 en el caso de los controles. La edad al inicio de los síntomas de la enfermedad fue en 

promedio 32,5 años con un rango de entre 16 y 58 años. La edad al diagnóstico de la enfermedad fue en 

promedio 34,9 años con un rango de entre 20 y 62 años. El tipo de esclerosis múltiple predominante fue 

EMRR 118/128 (92,2 %) y, con menor incidencia, EMPP 5/128 (3,9 %), EMSP 1/128 (0,8 %) y SDA 

4/128 (3,1 %). El 87,5 % de los pacientes recibió tratamiento, mientras que el 12,5 % restante de los 

pacientes no estaba bajo ningún tratamiento al momento de la participación en el estudio. La descripción 

demográfica de la población enrolada se muestra en la Tabla 17.  

Del subgrupo de pacientes (N = 97) y controles (N = 94) de Fleni se obtuvieron datos acerca de su hábito 

tabáquico y el IMC. El 19,5 % y 16,1 % de los pacientes con EM y participantes del grupo control 

fumaban regularmente, el 37,8 % y 30 % de los pacientes con EM y participantes del grupo control 

fumaron en el pasado y el 42,7 % y 53,9 % de los pacientes con EM y participantes del grupo control 

nunca tuvieron el hábito tabáquico. En lo que respecta al análisis estadístico, no se detectaron diferencias 

significativas entre los grupos evaluados (p > 0,05, prueba de Chi cuadrado). En cuanto al análisis del 

IMC, se determinó que los pacientes con EM presentaban en promedio un valor de IMC de 23,81 con 

una desviación estándar de 3,6, mientras que los individuos del grupo control presentaban un valor de 

IMC promedio de 26,4 con una desviación estándar de 5,2. Luego de realizar el correspondiente análisis 

estadístico se observó que había diferencias significativas entre los valores de IMC de pacientes y 

controles (p < 0,0001, prueba de Mann-Whitney).  
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Tabla 17: Descripción demográfica de la población en estudio. 

  EM GC 

  (n=128) (n=127) 

Sexo, N (%)     

Masculino 48 (37,5) 68 (53,5) 

Femenino 80 (62,5) 59 (46,5) 

Edad     

Mediana 43,4 (11,5) 45,1 (11,9) 

Rango 25-73 25-75 

Edad al inicio de los síntomas, años      NA 

Promedio (DE) 32,5 (9,2)   

Rango 16-58   

Edad al diagnóstico, años      NA 

Promedio (DE) 34,9 (8,9)   

Rango 20-62   

Tipo de EM, N (%)      NA 

SCA 4 (3,1)   

EMRR 118 (92,2)   

EMPP 5 (3,9)   

EMSP 1 (0,8)   

Tratamiento, N (%)      NA 

Fingolimod 30 (23,4)   

Natalizumab 10 (7,8)   

Acetato de glatiramer 13 (10,2)   

Teriflunomida 1 (0,8)   

Interferón beta 54 (42,2)   

Dimetilfumarato 4 (3,1)   

Sin tratamiento 16 (12,5)   

 

Síndrome clínico aislado (SCA), Esclerosis múltiple progresiva primaria (EMPP), Esclerosis múltiple 

remitente recurrente (EMRR). Esclerosis múltiple secundaria progresiva (EMSP). Desviación estándar 

(DE). No aplica (NA). 
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5.2. Presencia de anticuerpos para virus de la familia Herpesviridae 
 

A fin de estudiar si existen diferencias significativas en la presencia y títulos de anticuerpos de tipo IgG 

anti-EBV entre el grupo de pacientes con EM y el grupo control, se evaluó el título de anticuerpos IgG 

anti-VCA y anti-EBNA1 (ambos antígenos del EBV), y a modo de control el título de anticuerpos anti-

CMV y anti-VZV. 

 

En cuanto a la seropositividad de los anticuerpos ensayados, se observó que 128/128 (100 %) de los 

pacientes con EM resultaron ser seropositivos para IgG-VCA. Por su parte, y en el mismo grupo de 

análisis, 125/128 (97,65 %) casos fueron positivos para IgG-EBNA1. Resulta importante mencionar que 

la totalidad de los pacientes con EM presentaron anticuerpos para al menos uno de los antígenos de EBV 

y no se observó seronegatividad para ambos antígenos en ningún caso, motivo por el cual el 100 % de 

los pacientes con EM fue considerado como seropositivo para EBV. En el grupo control se detectaron 

123/127 (96,8 %) individuos seropositivos para IgG-VCA y 123/127 (96,8 %) individuos seropositivos 

para IgG-EBNA1. De forma similar, todos los individuos del grupo control presentaron seropositividad 

para al menos uno de los anticuerpos ensayados y, en consecuencia, este grupo de análisis también fue 

considerado seropositivo para EBV en el 100 % de los casos. Con respecto a la seropositividad para 

CMV, se observó que 99/128 (77,3 %) de los pacientes con EM resultaron ser seropositivos para IgG-

CMV, mientras que 99/127 (77,9 %) de los individuos del grupo control fueron seropositivos para IgG-

CMV. Por último, con respecto a la seropositividad para VZV, se determinó que 126/128 (98,5 %) de 

los pacientes con EM resultaron ser seropositivos para IgG-VZV, mientras que 127/127 (100 %) de los 

individuos del grupo control fueron seropositivos para IgG-VZV. 

Para todos los anticuerpos ensayados, no se observaron diferencias significativas en la seropositividad 

entre los grupos de estudio (p > 0,05 en todos los casos, test exacto de Fisher). Estos resultados se 

resumen en la Tabla 18. 
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Tabla 18: Datos serológicos de la población en estudio.  

Anticuerpos IgG EM GC p valor 

  (n=128) (n=127)  

VCA      

Casos positivos 128/128 125/127  

Seropositividad (%) 100 98,4 > 0,05 

Título medio (DE) 33,9 (8,5) 31,1 (9,2) 0,0064 

Rango 12,4-51,7 6,24-53,1  

EBNA1     

 

 

Casos positivos 125/128 123/127  

Seropositividad (%) 97,65 96,8 > 0,05 

Título medio (DE) 34,9 (9,2) 32,5 (9,9) 0,0403 

Rango 5,98-54,05 0,9-58,02  

CMV      

Casos positivos 99/128 99/127  

Seropositividad (%) 77,3 77,9 > 0,05 

Título medio (DE) 7,8 (6,3) 5,9 (5,8) 0,0107 

Rango 0,03-27,46 0,06-23,27  

VZV      

Casos positivos 126/128 127/127  

 Seropositividad (%) 98,5 100 > 0,05 

Título medio (DE) 36,8 (21,6) 36,2 (20,5) > 0,05 

Rango 2,6-84,6 13,5-83,2  

 

Desviación estándar (DE). 
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Con el objetivo de analizar posibles variaciones en el título de anticuerpos de los virus estudiados en 

este trabajo, entre pacientes e individuos del grupo control, se realizó el análisis del título de anticuerpos 

IgG anti-VCA, anti-EBNA1, anti-CMV y anti-VZV. En lo que refiere a los anticuerpos anti-antígenos 

de EBV, se determinó para el grupo de pacientes con EM un título medio de 33,9 ± 8,5 para el título de 

anticuerpos anti-VCA y un título medio de 34,9 ± 9,2 para el título de anticuerpos anti-EBNA1. Por el 

contrario, en el caso del grupo control se determinó un título medio de 31,1 ± 9,2 para el título de 

anticuerpos anti-VCA y un título medio de 32,5 ± 9,9 para el título de anticuerpos anti-EBNA1. 

Mediante el análisis estadístico de los datos se determinó que existió una diferencia significativa en el 

título de anticuerpos IgG anti-VCA (p = 0,0064, prueba t de Student) y EBNA1 (p = 0,0403, prueba de 

Mann-Whitney) entre los grupos EM y GC (Figura 1A y 1B, respectivamente). Con respecto al título 

de anticuerpos IgG-CMV, se determinó para el grupo de pacientes con EM un título medio de 7,8 ± 6,3 

IU/ml y en el grupo control un título medio de 5,9 ± 5,8 IU/ml. En este caso, se vio una diferencia 

significativa en el título de anticuerpos IgG anti-CMV (p = 0,0107, prueba de Mann-Whitney) entre 

pacientes y controles. Por último, al evaluar el título de anticuerpos IgG-VZV, se determinó para el 

grupo de pacientes con EM un título medio de 36,8 ± 21,6 y en el grupo control un título medio de 36,2 

± 20,5. No se vieron diferencias significativas en el caso de IgG-VZV (p > 0,05, prueba de Mann-

Whitney) (Figura 8).  
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Figura 8: Gráfico de dispersión comparando título de anticuerpos entre los pacientes con EM y los 

controles. La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. La línea 

punteada en cada gráfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los títulos son negativos, 

mientras que por encima del mismo son positivos. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA. B) Título de 

anticuerpos IgG anti-EBNA1. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV. D) Título de anticuerpos IgG 

anti-VZV. EM: Pacientes con esclerosis múltiple (Rojo). GC: Grupo control (Azul).  

 

A fin de estudiar posibles diferencias en los títulos de anticuerpos para los virus estudiados, se evaluó 

el título de anticuerpos según el sexo cromosómico (Mujer vs Hombre) de los individuos (Figura 9). 

Con respecto al título de anticuerpos IgG anti-VCA, no se detectaron diferencias significativas dentro 

del grupo de pacientes con EM ni de individuos del grupo control según su sexo cromosómico (p > 0,05 

en todos los casos, prueba estadística t de student) (Figura 9 A). A su vez, el título de anticuerpos IgG 

anti-EBNA1 no difirió estadísticamente según su sexo cromosómico entre los individuos con EM y/o 

los individuos del grupo control (p > 0,05, prueba de Mann Whitney) (Figura 9 B). Por otro lado, en 

cuanto título de anticuerpos IgG anti-CMV, al igual que lo ocurrido con el título de anticuerpos anti-

EBV, no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los individuos del sexo 

cromosómico mujer u hombre entre los pacientes con EM y los individuos del grupo control (p > 0,05, 

prueba de Mann Whitney) (Figura 9 C). Finalmente, con respecto al título de anticuerpos anti-VZV, no 

se detectaron diferencias significativas entre los pacientes con EM y los individuos del grupo control 

independientemente del sexo cromosómico (p > 0,05 en todos los casos, prueba estadística de Mann 

Whitney) (Figura 9 D).  
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Figura 9: Gráfico de dispersión comparando título de anticuerpos en función del sexo cromosómico 

de los pacientes con EM y los controles. La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica 

la barra de DE. La línea punteada en cada gráfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los 

títulos son negativos, mientras que por encima del mismo son positivos. A) Título de anticuerpos IgG 

anti-VCA según sexo cromosómico. B) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 según sexo 

cromosómico. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV según sexo cromosómico. D) Título de 

anticuerpos IgG anti-VZV según sexo cromosómico. EM: Pacientes con esclerosis múltiple. GC: Grupo 

control. El color amarillo corresponde al sexo cromosómico mujer, mientras que verde corresponde al 

sexo cromosómico hombre. p > 0,05, prueba estadística t de student y prueba estadística de Mann 

Whitney. 

 

 

Dado que existen distintas formas clínicas de EM: Síndrome clínico aislado (SDA), Esclerosis Múltiple 

Remitente Recurrente (EMRR), Esclerosis Múltiple Primaria Progresiva (EMPP) y Esclerosis Múltiple 

Secundaria Progresiva (EMSP), se evaluó en una primera instancia la posible variación en los títulos de 

los anticuerpos ensayados y la forma clínica de la enfermedad en el grupo de pacientes. En ese sentido, 

el título medio de los anticuerpos ensayados en cada grupo de manifestación clínica se observa en la 

figura 10. No se detectaron diferencias significativas para ninguno de los anticuerpos evaluados según 

la forma clínica de la EM (p > 0,05 en todos los casos, prueba de ANOVA).  
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Figura 10: Gráfico de barras comparando forma clínica de EM vs título de anticuerpos. La altura de 

la barra representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. A) Título de anticuerpos IgG anti-

VCA según forma clínica manifestada. B) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 según forma clínica 

manifestada. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV según forma clínica manifestada. D) Título de 

anticuerpos IgG anti-VZV según forma clínica manifestada. Síndrome clínico aislado (SDA), Esclerosis 

Múltiple Remitente Recurrente (EMRR), Esclerosis Múltiple Primaria Progresiva (EMPP), Esclerosis 

Múltiple Secundaria Progresiva (EMSP). (p > 0,05 en todos los casos, prueba de ANOVA). 

 

 

Por otro lado, considerando que los pacientes de la cohorte aquí analizada fueron sometidos a distintos 

tratamientos, según indicación del médico tratante. Más aún, teniendo en cuenta que en una marcada 

proporción de casos el tratamiento indicado consiste en inmunoterapia que modifica la actividad del 

sistema inmunitario a fin de disminuir la frecuencia o la severidad de los síntomas ocasionados, se 

evaluó la posible existencia de diferencias en el título de anticuerpos según tratamiento recibido. Como 

primer paso, se consideraron los tratamientos según la clasificación de primera o segunda línea. En el 

grupo de primera línea se incluyeron: Interferón, Acetato de glatiramer, Teriflunomida y 

Dimetilfumarato, mientras que los de segunda línea incluyeron Fingolimod y Natalizumab. Una vez 

definidos los grupos se evaluó la posible existencia de variación en los títulos de anticuerpos en forma 

dependiente del tratamiento indicado. El título medio de los anticuerpos ensayados en cada grupo de 

tratamiento indicado se observa en la figura 11. En cuanto al título de anticuerpos anti-VCA como el 

anti-CMV no se observaron diferencias significativas en relación con el tratamiento indicado (p > 0,05 

en ambos los casos, prueba de ANOVA) (Figura 11 A y C). Por otro lado, teniendo en cuenta el título 

de anticuerpos anti-EBNA1, se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los pacientes 

con tratamiento de segunda línea y los pacientes sin tratamiento (p = 0,0329, prueba de ANOVA y 
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posterior análisis de comparaciones múltiples con Kruskal Wallis). En dichos grupos, se observó un 

título medio de 32,43 ± 10,4 en el caso del grupo de pacientes con tratamiento de segunda línea y un 

título medio de 39,03 ± 8,2 para los pacientes sin tratamiento (Figura 11 B). Finalmente, respecto al 

título de anticuerpos anti-VZV y al igual que para el caso anteriormente mencionado, se determinaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los pacientes con tratamiento de segunda línea y los 

pacientes sin tratamiento (p = 0,0448, prueba de ANOVA y posterior análisis de comparaciones 

múltiples con Kruskal Wallis). En los mencionados grupos, se estimó un título medio de 44,98 ± 23,2 

para el grupo de pacientes con tratamiento de segunda línea y un título medio de 30,11 ± 17,6 para los 

pacientes sin tratamiento (Figura 11 D).  

 

 

Figura 11: Gráfico de barras comparando títulos de anticuerpos en función del tipo de tratamiento 

recibido por los pacientes con EM.  La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la 

barra de DE. La línea punteada en cada gráfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los títulos 

son negativos, mientras que por encima del mismo son positivos. A) Título de anticuerpos IgG anti-

VCA según tratamiento. B) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 según tratamiento. C) Título de 

anticuerpos IgG anti-CMV según tratamiento. D) Título de anticuerpos IgG anti-VZV según 

tratamiento. * p < 0,05, prueba estadística de Mann Whitney. 
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Finalmente, se estudió el efecto de la edad sobre el título de los anticuerpos evaluados. Para el título de 

anticuerpos IgG-VCA, en el grupo de pacientes con EM se estimó un título medio de 34,01 ±  8,4, 

mientras que en el caso del grupo control se determinó un título medio de 31,1 ± 9,1. Para el título de 

anticuerpos IgG-EBNA1, en el grupo de pacientes con EM se observó un título medio de 32,8 ± 7,1, 

mientras que en el caso del grupo control se determinó un título medio de 30,9 ± 8,6. Con respecto al 

título de anticuerpos IgG-CMV, se estimó un título medio de 8,9 ± 7,8 IU/ml, en el caso del grupo de 

pacientes y un título medio de 6,8 ± 7,3 IU/ml en el caso del grupo control. Por su parte, se estimó que 

el título medio de anticuerpos IgG-VZV en el grupo de pacientes y controles fue 36,7 ± 21,6 y 36,4 ± 

20,5, respectivamente. Finalmente se realizó la correlación estadística de los parámetros. Tanto en el 

grupo de pacientes como en el grupo control, la variable edad correlacionó de forma positiva con el 

título de anticuerpos anti-CMV (p <0,0001, r = 0,3393, Correlación de Spearman) y (p = 0,0004, r = 

0,3071, Correlación de Spearman), respectivamente, (Figura 12). Esta correlación indicaría que 

conforme aumenta la edad de los participantes, mayor es el título de anticuerpos anti-CMV. No se 

determinaron otras correlaciones significativas para el resto de los anticuerpos evaluados.  

 

 

Figura 12: Gráfico de correlación de título de anticuerpos en función de la edad de los pacientes con 

EM y los controles. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs edad. B) Título de anticuerpos IgG anti-

EBNA1 vs edad. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV vs edad. D) Título de anticuerpos IgG anti-

VZV vs edad. EM: Pacientes con esclerosis múltiple (Rojo). GC: Grupo control (Azul).  
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Considerando que existen otros factores ambientales que también están asociados con el riesgo de 

desarrollar EM, entre ellos el hábito tabáquico y el índice de masa corporal (IMC), y que se describió el 

sinergismo entre los factores mencionados, resultó de interés en este trabajo evaluar la posible 

interacción entre el hábito tabáquico y los títulos de anticuerpos anti-EBV y por otro lado, entre el IMC 

y los títulos de anticuerpos anti-EBV. A tal fin se obtuvieron los datos de la cohorte de pacientes con 

EM (n = 97) y controles (n = 94) de Fleni.  

 

En primera instancia, se estratificó la población según el hábito tabáquico, en fumadores (considerando 

aquellos que fuman actualmente y aquellos que habían dejado el hábito) y no fumadores (considerando 

aquellos que a lo largo de su vida nunca habían tenido el hábito). El porcentaje de fumadores y no 

fumadores fue comparable entre la población de pacientes con EM y controles (p > 0,05, prueba 

estadística de Fisher). El 57,34 % de los pacientes y el 46,15 % de los controles presentaban el hábito 

tabáquico, mientras que el 42,66 % y 53,85 % de los pacientes y controles, respectivamente, nunca 

habían fumado (Figura 13 A y B). Por otro lado, al evaluar el título de anticuerpos anti-EBV, según el 

estatus fumador no se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos (p > 0,05, 

prueba estadística t de student en el caso de anticuerpos anti-VCA y Mann Whitney en el caso de anti-

EBNA1). Para el título de anticuerpos IgG-VCA, en el grupo de pacientes fumadores se estimó un título 

medio de 37,68 ± 14,77, mientras que en el caso de pacientes no fumadores se determinó un título medio 

de 39,67 ± 16,17. Mientras que en el grupo control, se observó un título medio de 34,69 ± 17,23 para el 

grupo de fumadores y 34,91 ± 14,91 para el grupo de no fumadores. Al comparar el título de anticuerpos 

anti-VCA dentro del grupo de pacientes y controles fumadores, se determinó una tendencia que no fue 

significativa (p = 0,0525, prueba estadística t de student) (Figura 13 C). En este caso, podría suponerse 

que el número muestral de la población ensayada no fue suficiente para obtener diferencias significativas 

entre los grupos evaluados.  

A su vez, se evaluó el título de anticuerpos IgG-EBNA1 en el grupo de pacientes fumadores, donde se 

estimó un título medio de 34,80 ± 9.69, mientras que en el caso de pacientes no fumadores se determinó 

un título de anticuerpos medio de 35,95 ± 10,53. En cuanto al grupo control, se observó un título medio 

de 30,62 ± 10,58 para el grupo de fumadores y 33,02 ± 11,93 para el grupo de no fumadores. Finalmente, 

al comparar el título de anticuerpos anti-EBNA1 dentro del grupo de pacientes y controles fumadores, 

no se determinó una diferencia significativa (p > 0,05, prueba estadística t de student) (Figura 13 D).  
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Figura 13: Gráficos de torta y dispersión considerando el estatus del hábito tabáquico de los pacientes 

con EM y el grupo control de Fleni. A) Porcentaje de pacientes con EM según estatus de tabaquismo. 

B) Porcentaje de individuos del grupo control según estatus de tabaquismo.  C) Título de anticuerpos 

IgG anti-VCA según estatus de tabaquismo. D) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 según estatus de 

tabaquismo. En los gráficos C y D, la altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la 

barra de DE. La línea punteada en cada gráfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los títulos 

son negativos, mientras que por encima del mismo son positivos. EM: Pacientes con esclerosis múltiple. 

GC: Grupo control. En todos los gráficos, verde corresponde a los individuos fumadores y gris 

corresponde a los individuos no fumadores.  

 

 

A su vez, se realizó el análisis entre el IMC y el título de anticuerpos anti-EBV. La cohorte en estudio 

presentó un porcentaje de delgadez del 5,04 % en el caso de los pacientes con EM y 3,88 % en el grupo 

control, el IMC normal se mantuvo en el 64,03 % y 37,98 % de los pacientes y controles 

respectivamente. Mientras que el sobrepeso fue presentado en el 30,94 % de los pacientes y 55,81 % de 

los controles. Finalmente, en el grupo de pacientes no se detectó ningún individuo con obesidad y en el 

grupo control el 2,33 % fue considerado obeso (Figura 14 A y B). En primera instancia se comparó el 

IMC entre pacientes y controles, donde se determinó que el IMC medio de los pacientes fue de 23,81 ± 

3,59 mientras que el IMC medio de los controles fue de 26,39 ± 5,19. La diferencia entre las cohortes 

fue estadísticamente significativa (p < 0,0001, prueba de Mann Whitney) ver figura 14 C. Por otro lado, 

y teniendo en cuenta que el IMC de los hombres es usualmente mayor que el de mujeres, y considerando 
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que la diferencia vista con anterioridad podría verse influenciada por el sexo cromosómico de los 

individuos, se decidió agrupar a los pacientes y controles según su sexo (Figura 14 D). En este caso, se 

observó que la diferencia en el IMC entre pacientes y controles fue estadísticamente significativa en los 

individuos de sexo cromosómico hombre (p < 0,0001, prueba de Mann Whitney), mientras que en el 

sexo cromosómico mujer no se observaron diferencias entre pacientes y controles (p > 0,05, prueba de 

Mann Whitney). El IMC medio en los pacientes y controles de sexo cromosómico hombre resultó 25,04 

± 3,74 y 28,06 ± 4,71, respectivamente. Mientras que en los pacientes y controles de sexo cromosómico 

mujer resultó 22,93 ± 3,22 y 23,80 ± 4,87, respectivamente. 

 

 

Figura 14: Gráfico de torta y de dispersión considerando el IMC de los pacientes con EM y los 

controles de Fleni. A) Porcentaje de pacientes con EM según IMC. B) Porcentaje de individuos del 

grupo control según IMC. C) Comparación de IMC entre pacientes con EM y el grupo control. D) 

Comparación de IMC entre pacientes con EM y el grupo control según el género. En el gráfico C y D, 

la línea horizontal representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. EM: Pacientes con esclerosis 

múltiple representado por el color rojo. GC: Grupo control representado por el color azul. 

Particularmente en el gráfico D, Amarillo representa al sexo cromosómico mujer. Verde representa al 

sexo cromosómico hombre. 

 

Una vez determinada dicha diferencia, se llevó a cabo el análisis del título de anticuerpos, en esta 

instancia se decidió agrupar a los individuos con sobrepeso y obesidad dado que ambas categorías están 

asociadas al riesgo de la enfermedad. En cuanto al título de anticuerpos anti-VCA, se estimó un título 
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medio de 33,66 ± 8,43 para el grupo con sobrepeso u obesidad dentro de los pacientes con EM y de 

30,26 ± 10,21 para el grupo con sobrepeso u obesidad entre los controles. Si bien no se determinó una 

diferencia significativa entre ambos grupos, sí se observó una tendencia (p = 0,0767, prueba estadística 

t de student) ver figura 15 A. Mientras que al evaluar el título de anticuerpos anti-EBNA1 en ambas 

cohortes, se estimó un título medio de 40,65 ± 14,58 para el grupo con sobrepeso u obesidad entre los 

pacientes con EM y 37,03 ± 16,40 para el grupo con sobrepeso u obesidad en el grupo de controles. En 

este caso se observó una diferencia significativa entre los grupos, donde se determinó un mayor título 

de anticuerpos anti-EBNA1 en los pacientes con sobrepeso u obesidad (p = 0,0258, prueba estadística 

de Mann Whitney) (Figura 15 B). 

Teniendo en cuenta que los hombres tienen mayor IMC comparado con las mujeres, se decidió dividir 

la cohorte de individuos con sobrepeso u obesidad, según su sexo cromosómico (mujer y hombre). En 

el caso de los títulos IgG anti-VCA, se determinó un título medio de 34,96 ± 7,08 en el caso de los 

pacientes y 29,21 ± 10,53 en el caso de los controles. Mientras que para los títulos IgG anti-EBNA1, se 

estimó un título medio de 35,98 ± 8,61 en el caso de los pacientes con EM y 31,23 ± 10,38 teniendo en 

cuenta al grupo control. Luego del análisis del título de anticuerpos, se confirmó que los hombres con 

EM y sobrepeso tienen mayores títulos de anticuerpos anti-VCA (p = 0,0392, prueba t de student) 

(Figura 15 C) comparado con sus contrapartes (controles con sobrepeso). Mientras que no se observaron 

diferencias significativas en los títulos anti-EBNA1 (p > 0,05, prueba de Mann Whitney) (Figura 15 

D). Finalmente, con la intención de determinar una posible correlación entre el IMC y el título de 

anticuerpos anti-EBV en los pacientes, se determinaron las correlaciones entre las variables. En este 

análisis, no se determinaron correlaciones significativas entre el título de anticuerpos anti-EBV y el IMC 

(Figura 15 E y F).  

 

Por su parte, se decidió evaluar los títulos de anticuerpos entre los pacientes con EM y el grupo control, 

según sexo en los individuos con peso normal y delgadez. En ningún caso, se observaron diferencias 

significativas entre las cohortes evaluadas ver figura 16 (A-F).  
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Figura 15: Gráfico de dispersión considerando los pacientes con EM y los controles de Fleni con 

IMC sobrepeso/obesidad. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA según IMC de los individuos con 

sobrepeso y obesidad. B) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 según IMC de los individuos con 

sobrepeso y obesidad. C) Título de anticuerpos IgG anti-VCA separado por sexo cromosómico (mujer 

y hombre) según IMC de los individuos con sobrepeso y obesidad. D) Título de anticuerpos IgG anti-

EBNA1 separado por sexo cromosómico (mujer y hombre) según IMC de los individuos con sobrepeso 

y obesidad. E) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs IMC. F) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 

vs IMC. La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. La línea punteada 

en cada gráfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los títulos son negativos, mientras que 

por encima del mismo son positivos. EM: Pacientes con esclerosis múltiple. GC: Grupo control. En los 

gráficos C y D, amarillo representa al sexo cromosómico mujer y verde representa al sexo cromosómico 

hombre.  
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Figura 16: Gráfico de dispersión considerando los pacientes con EM y los controles de Fleni con 

IMC normal/delgadez. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA según IMC de los individuos con 

delgadez o peso normal. B) Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 según IMC de los individuos con 

delgadez o peso normal. C) Título de anticuerpos IgG anti-VCA separado por sexo cromosómico (mujer 

y hombre) según IMC de los individuos con delgadez o peso normal. D) Título de anticuerpos IgG anti-

EBNA1 separado por sexo cromosómico (mujer y hombre) según IMC de los individuos con delgadez 

o peso normal. E) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs IMC. F) Título de anticuerpos IgG anti-

EBNA1 vs IMC. La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. La línea 

punteada en cada gráfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los títulos son negativos, 

mientras que por encima del mismo son positivos. EM: Pacientes con esclerosis múltiple. GC: Grupo 

control. En los gráficos C y D, amarillo representa al sexo cromosómico mujer y verde representa al 

sexo cromosómico hombre.  
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Teniendo en cuenta que la EM es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida gradual del 0,5 - 

1,35 % del volumen del cerebro (atrofia cerebral) por año (Andravizou et al., 2019; Giovannoni et al., 

2016), y a su vez, considerando que el título de anticuerpo anti-EBV fue asociado con el daño del cerebro 

y la neurodegeneración de los pacientes con EM (Zivadinov et al., 2009, 2016a), fue de interés 

cuantificar las medidas de volumen total de cerebro, fracción de parénquima, volumen de lesiones y 

volumen de tálamo (derecho e izquierdo) y relacionarlo con el título de anticuerpos de los virus 

estudiados en este trabajo. Por otro lado, considerando que el volumen del cerebro disminuye con la 

edad, y que es diferente entre individuos de género femenino y masculino y es modificable según el tipo 

de tratamiento recibido, se ajustaron todas las correlaciones por edad, género y tratamiento de los 

pacientes. El análisis solo se realizó en el subconjunto de pacientes que presentaban la forma clínica 

RR, debido a que el SDA y las formas progresivas de la enfermedad (PP y SP) presentan cambios en el 

volumen de cerebro distintos de los pacientes RR. Para el título de anticuerpos IgG-VCA, en el grupo 

de pacientes con EM se estimó un título medio de 33,7 ± 9,1. Para el título de anticuerpos IgG-EBNA1 

se observó un título medio de 44,2 ± 208. Con respecto al título de anticuerpos IgG-CMV, se estimó un 

título medio de 4,6 ± 4,7 IU/ml. Por último, se observó que el título medio de anticuerpos IgG-VZV en 

el grupo de pacientes era 27,5 ± 15,6. Finalmente se realizó la correlación estadística de los parámetros, 

luego del ajuste por edad, género y tipo de tratamiento. Luego de realizar los ajustes propiamente dichos, 

se determinó que la fracción de parénquima cerebral correlacionó negativamente con el título de 

anticuerpos anti-VCA (p = 0,002, r = -0,877, correlación de Pearson), lo que indica que mientras mayor 

es el título de anticuerpos anti-VCA, menor es la fracción del parénquima cerebral (Figura 17 A). Por 

su parte, se determinó que el volumen de cerebro, volumen del tálamo y la carga lesional, no 

correlacionaron con ninguno de los títulos de anticuerpos evaluados (p > 0,05 en todos los casos) 

(Figura 18,19 y 20).  

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?pe4T3T
https://www.zotero.org/google-docs/?pe4T3T
https://www.zotero.org/google-docs/?jqvPQ6
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Figura 17: Gráfico de correlación de título de anticuerpos en función de la fracción de parénquima 

de pacientes con EM. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs fracción de parénquima. B) Título de 

anticuerpos IgG anti-EBNA1 vs fracción de parénquima. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV vs 

fracción de parénquima. D) Título de anticuerpos IgG anti-VZV vs fracción de parénquima. Los valores 

de p y r mostrados en la figura corresponden a los valores previos a ser ajustados por edad, tratamiento 

y género de los individuos.  

 

 

Figura 18: Gráfico de correlación de título de anticuerpos en función del volumen total de cerebro 

de pacientes con EM. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs volumen total de cerebro. B) Título de 

anticuerpos IgG anti-EBNA1 vs volumen total de cerebro. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV vs 

volumen total de cerebro. D) Título de anticuerpos IgG anti-VZV vs volumen total de cerebro. Los 

valores de p y r mostrados en la figura corresponden a los valores previos a ser ajustados por edad, 

tratamiento y género de los individuos.  
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Figura 19: Gráfico de correlación de título de anticuerpos en función del volumen de tálamo de 

pacientes con EM. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs volumen de tálamo. B) Título de 

anticuerpos IgG anti-EBNA1 vs volumen de tálamo. C) Título de anticuerpos IgG anti-CMV vs volumen 

de tálamo. D) Título de anticuerpos IgG anti-VZV vs volumen de tálamo. Los valores de p y r mostrados 

en la figura corresponden a los valores previos a ser ajustados por edad, tratamiento y género de los 

individuos.  

 

 

 
Figura 20: Gráfico de correlación de título de anticuerpos en función del logaritmo de la carga 

lesional de pacientes con EM. A) Título de anticuerpos IgG anti-VCA vs log de la carga lesional. B) 

Título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 vs log de la carga lesional. C) Título de anticuerpos IgG anti-

CMV vs log de la carga lesional. D) Título de anticuerpos IgG anti-VZV vs log de la carga lesional. Los 

valores de p y r mostrados en la figura corresponden a los valores previos a ser ajustados por edad, 

tratamiento y género de los individuos.  
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5.3. Evaluación de carga viral de pacientes con EM y GC 
 

A continuación, y a fin de determinar si el mayor título de anticuerpos anti-EBV en los pacientes con 

EM se correlacionan con un aumento en la carga viral, la última fue determinada por qPCR en CMSP 

de los pacientes con EM y el grupo control.  

 

5.3.1.  Curva estándar 

 

Como se explicó más detalladamente en el inciso 8.2, antes de comenzar a trabajar con las muestras de 

los pacientes y controles, se elaboró la correspondiente curva estándar utilizando diluciones seriadas 

(1/10) de un plásmido que contiene un fragmento del gen BKRF1, que codifica para el antígeno EBNA1, 

insertado en su región polylinker. 

Inicialmente, se graficó la curva de amplificación, a partir de la cual se seleccionó el umbral de detección 

(82.057) y línea de base (15), parámetros que se mantuvieron constantes en todas las corridas posteriores 

(Figura 21). 

 

            
Figura 21: Curvas de amplificación. Se grafica el RFU (Sigla en idioma inglés: Relative Fluorescence 

Units) en función del ciclo de amplificación de las diluciones seriadas al décimo. La línea horizontal 

representa el umbral seleccionado para la curva. 

 

Por otro lado, los valores de Ct obtenidos para cada dilución de las curvas de calibración se graficaron 

en función del logaritmo de la cantidad (Figura 22). A partir de este gráfico, se determinó un valor de 

regresión lineal R2 = 0,996, una eficiencia de amplificación de la curva estándar de 101,7 % y una 

diferencia de 3,3 Ct entre cada dilución 1/10; todos parámetros dentro de los rangos esperados y que 

demuestran que, luego de cada ciclo de amplificación, el templado se duplicó durante la etapa 

exponencial del ciclo. 
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Figura 22: Curva estándar para el plásmido pGEM-T Easy. Se graficó el Ct obtenido en cada dilución 

seriada en función del logaritmo de la cantidad del número de copias de EBNA1 en cada dilución. Se 

informan los valores de la eficiencia (E), coeficiente de correlación (R2), pendiente (slope) e intersección 

con el eje y (y-int).  

 

 

Una vez obtenida la curva estándar fue posible evaluar la carga viral en un conjunto de 44 pacientes y 

29 controles. Dentro del grupo de pacientes analizados, la carga viral resultó detectable en 31/44 (70,5 

%) y dentro del grupo control la carga viral resultó detectable en 21/29 (72,4 %). La media de copias de 

EBV detectada fue de 236 ± 543,5 copias de genoma viral por cada µg de ADN total (copias EBV/µg 

de ADN) en el caso de los pacientes y 95,6 ± 134,5 copias/µg de ADN en el caso del grupo control, con 

un rango que vari· desde 1 a 2237 copias/µg de ADN y 4,4 a 502 copias/µg de ADN, en el grupo de 

pacientes y el grupo de control, respectivamente. En consecuencia, el análisis estadístico demostró que 

no existió diferencia significativa entre la carga viral detectada en pacientes y controles (p > 0,05, prueba 

de Mann Whitney) (Figura 23). 
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Figura 23: Gráfico de dispersión de la carga viral evaluada en pacientes con EM y grupo control. La 

altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. Se calculó el número de 

copias de EBV por µg de ADN. EM: Pacientes con esclerosis múltiple (Rojo). GC: Grupo control 

(Azul).  

 

 

Con el fin de determinar una posible asociación entre el título de anticuerpos anti-EBV y la carga viral, 

se evaluó la correlación entre dichas variables. No se detectó una correlación significativa entre las 

variables en el caso de los pacientes con EM ni tampoco en el caso de los controles (p > 0,05, correlación 

de Spearman) (Figura 24).  

Por otro lado, y en forma complementaria, se evaluó el efecto de la carga viral de EBV en función del 

género de los pacientes, el tipo de tratamiento recibido y la manifestación clínica. También se agrupó el 

título de anticuerpos anti-VCA y anti-EBNA1 según carga viral detectable o carga viral indetectable. 

En ninguno de los casos anteriormente mencionados, se detectó una diferencia significativa (p > 0,05 

en todos los casos, prueba t de student para evaluar carga viral en función del género y según carga viral 

detectable o indetectable, prueba de ANOVA para evaluar carga viral en función del tratamiento 

recibido y la manifestación clínica; o se muestran los gráficos.   
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Figura 24: Gráfico de correlación del título de anticuerpos en función de la carga viral evaluada en 

pacientes con EM y grupo control. A) Título anti-VCA vs el número de copias de EBV por µg de ADN 

para pacientes con EM y grupo control (GC). B) Título anti-EBNA1 vs el número de copias de EBV por 

µg de ADN para pacientes con EM y grupo control (GC).  

 

 

5.4. Caracterización de variantes de EBV 
 

Con el objetivo de evaluar la posible existencia de variantes en determinados genes del EBV que 

pudieran estar asociados al riesgo de la enfermedad en estudio, o que resultaran protectores frente a la 

misma, se caracterizaron las variantes de dos genes del EBV en particular: BCRF1 y BYRF1. Por un 

lado, se seleccionó el gen viral BCRF1, que codifica para la interleuquina 10 viral (vIL10), homólogo a 

la IL-10 humana, ya que la vIL10 es un gen de expresión inmediatamente temprano durante la infección 

viral y podría participar de la inmunomodulación durante la infección primaria por EBV y así contribuir 

al establecimiento y progresión de la EM. En paralelo, se seleccionó el gen BYRF1, que codifica para el 
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antígeno nuclear EBNA2, dado que previamente se describieron variantes de este gen asociadas tanto a 

pacientes con EM como otras asociadas a individuos sanos en determinadas regiones del mundo 

(Mechelli et al., 2015a; Varvatsi et al., 2021b).  

Cabe mencionar que, en una situación de inmunocompetencia, un individuo adulto como los pacientes 

y controles que participaron en este estudio, no presentan una infección activa por EBV, sólo se espera 

encontrar 1 de cada 104 - 105 linfocitos B de memoria infectados por EBV en un estado de latencia 0. 

Este motivo nos impulsó a implementar estrategias con mayor sensibilidad para detectar el virus. La 

estrategia seleccionada en este trabajo de tesis fue la PCR anidada seguida de la secuenciación directa 

(en ambos sentidos), la cual permite aumentar la sensibilidad de detección del virus. Las variantes virales 

de los genes que codifican para las proteínas vIL10 y EBNA2 se caracterizaron mediante el análisis de 

los cromatogramas obtenidos por la secuenciación directa de los productos de amplificación. 

 

5.4.1.  Caracterización de variantes del gen BCRF1 que codifica para la proteína viral vIL10 

 

Del total de participantes enrolados, se observó amplificación del gen BCRF1 mediante la presencia de 

una banda de 996 pb en gel de agarosa en 32/70 (45,7 %) de los pacientes y 22/59 (37,3 %) de los 

controles. A pesar de la elección de la técnica de PCR anidada y que la seropositividad del EBV fue del 

100 % tanto para pacientes como controles, luego de la purificación del ADN a partir de estas bandas y 

su posterior secuenciación, se obtuvieron 18/70 (25,7 %) secuencias de pacientes y 11/59 (18,6 %) 

secuencias de controles. Particularmente, se obtuvo la secuencia tanto del promotor como de la 

secuencia que codifica para la proteína viral. Si bien en las secuencias de nucleótidos, principalmente 

en el promotor de vIL10 se detectaron polimorfismos puntuales, no se encontraron alelos específicos 

asociados con la patología (EM) ni con los individuos del grupo control, ya que los mismos se 

distribuyeron homogéneamente en las dos poblaciones en estudio (p > 0,05 en todos los casos, prueba 

exacta de Fisher) (Anexo H).  

En cuanto a los polimorfismos hallados en la secuencia codificante de vIL10, al ser traducido a 

aminoácidos los cambios resultaron ser sinónimos o silenciosos (Anexo I).  

 

 

5.4.1.1.  Reconstrucción filogenética del gen BCRF1 

 

Si bien no se encontraron polimorfismos específicos relacionados con la patología, se realizó la 

reconstrucción filogenética de la región codificante del gen BCRF1 a fin de evaluar la posible existencia 

de un clado formado por secuencias aisladas de pacientes con EM. Para llevar a cabo esta reconstrucción 

primero se eligió el modelo de sustitución de nucleótidos adecuado y luego se realizó la reconstrucción 

con el modelo elegido y el método de máxima verosimilitud, con 1000 pseudoréplicas a fin de evaluar 

la significancia mediante la prueba de bootstrap (Figura 25). En la reconstrucción filogenética no se 

https://www.zotero.org/google-docs/?jGUXuv
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observaron clados con soporte estadístico (bootstrap > 70), por lo cual se determinó que no se formó un 

clado de segregación independiente compuesto por secuencias de pacientes con EM ni de controles. La 

región codificante del gen BCRF1 resultó poseer poca variabilidad genética, y por ende resultó ser poco 

informativa para definir variantes virales.  

 

 

Figura 25: Reconstrucción filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las 

secuencias de la región codificante del gen BCRF1 proveniente de pacientes con EM y del grupo 

control (GC). Se incluyó la línea de referencia NC007605.1 con el fin de analizar el agrupamiento de 

los aislamientos obtenidos en este trabajo. En la reconstrucción filogenética no se observaron clados con 

soporte estadístico, todos los bootstrap < 70. La escala indica el número de sustituciones por sitio. EM: 

Esclerosis Múltiple (círculos rojos). GC: grupo control (círculos azules). NC007605.1: Referencia EBV 

salvaje (círculo negro).    

 

 

5.4.2.  Caracterización de variantes del gen BYRF1 que codifica para la proteína viral EBNA2 

 

Para la amplificación del gen BYRF1, se optó por utilizar una estrategia de PCR semi-anidada a fin de 

amplificar una región de 499 pb del gen, dado que esta región había sido previamente descripta cómo la 

región que concentra la mayor variabilidad y permite clasificar variantes de EBNA2. A partir de un 

subgrupo de 169 pacientes y 141 controles, se logró obtener un producto de amplificación visualizado 

en gel de agarosa correspondiente al gen de interés BYRF1 en 72/169 (42,6 %) de los pacientes y 59/141 

(41,8 %) de los controles. Luego de la purificación del ADN a partir de estas bandas y su posterior 

secuenciación, se obtuvieron 45/169 (26,63 %) secuencias de pacientes y 30/141 (21,28 %) secuencias 
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de controles. En forma similar a lo observado previamente para el gen BCRF1, el éxito de la 

secuenciación de BYRF1 no fue del 100 %. Como puede visualizarse en la figura 26, en algunos casos 

las bandas de amplificación obtenidas eran muy tenues, si bien esas bandas fueron recuperadas del gel 

y se purificó el ADN, en varios casos, la masa obtenida no fue suficiente para ser secuenciada.  

 

Del análisis de las secuencias obtenidas, fue posible caracterizar variantes virales; sin embargo, todas 

las variantes identificadas se distribuyeron homogéneamente en las dos poblaciones en estudio. En 

consecuencia, no se encontraron alelos específicos relacionados con la EM ni de circulación preferencial 

en el grupo control (p > 0,05 en todos los casos, prueba exacta de Fisher). El alineamiento completo, 

con la totalidad de las secuencias, se encuentra en el Anexo J. 

 

 

Figura 26: Fotografía de gel de agarosa 2 % representativo de la puesta a punto de la amplificación 

del fragmento de 499pb correspondiente a la región amplificada del gen BYRF1. En orden de 

izquierda a derecha: Calle 1: Control negativo (C-; línea celular K562), Calles 2 y 3: Muestras de 

pacientes con EM (EM-54 y EM-60), Calle 4: Control positivo (C+; línea celular B95.8), Calle 5: 

Marcador de peso molecular (MPM).  

 

En este trabajo se detectaron variantes previamente descriptas por otros grupos de trabajo y también se 

encontraron variantes relacionadas con las variantes previamente publicadas. En relación con las 

últimas, y dado que no existe un criterio unificado de nomenclatura de variantes de EBV, se optó por 

denominarlas variantes relacionadas debido a que, si bien comparten polimorfismos característicos de 

la variante, no poseen 100 % de identidad con las variantes publicadas, pero las secuencias no difirieron 
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en forma sustancial como para identificarlas como una nueva variante. Dichas variantes relacionadas, 

en algunos casos no contenían todas las sustituciones patrón, o hallmark, que identifica a la variante ya 

caracterizada, mientras que en otros casos contenían sustituciones adicionales.   

La nomenclatura utilizada para la caracterización de las variantes fue la introducida por Mechelli y col. 

(Mechelli et al., 2015a). Según esta nomenclatura, las secuencias son clasificadas en cinco variantes 

(1.1, 1.2A, 1.2B, 1.3A y 1.3B). El resto de las secuencias fueron clasificadas por su similitud a 

secuencias de referencia como Raji y GD1.  

Entre las variantes caracterizadas en este trabajo, se encontró la variante 1.1, que posee 100 % de 

identidad con la secuencia de referencia de EBV derivada de la línea celular B95.8. Dicha variante fue 

detectada en 2/45 secuencias provenientes de los aislamientos de pacientes con EM de Argentina y 2/30 

secuencias provenientes de los aislamientos del grupo control. A su vez, se caracterizaron variantes 

relacionadas a 1.1 en 3/45 (EM) y 1/30 (GC). A modo de ejemplo se muestra la secuencia de un caso 

representativo en la figura 27.  

En paralelo, se identificaron variantes relacionadas al alelo 1.2 en 11/45 secuencias provenientes de los 

aislamientos de pacientes con EM de Argentina y 9/30 secuencias provenientes de los aislamientos del 

grupo control. En particular, en 4/11 aislamientos de pacientes con EM y 1/9 aislamientos de controles 

similares al alelo 1.2, se caracterizó la sustitución c.505G>A, que a nuestro mejor entender no fue 

reportada con anterioridad en la literatura científica (Figura 27). En forma independiente, aunque 

también dentro del grupo de variantes 1.2, se observaron variantes relacionadas al alelo 1.2A en 3/11 y 

5/9 aislamientos provenientes de pacientes y controles, respectivamente. Dichas secuencias contenían 

la sustitución c.733C>T (presente en el alelo 1.2A y ausente en el alelo 1.2B); sin embargo, ninguna de 

las secuencias analizadas contenía la sustitución c.766G>A, presente tanto en el alelo 1.2A como en el 

1.2B (Figura 27).  

Simultáneamente se caracterizaron variantes relacionadas a la variante 1.3 originalmente descripta por 

Mechelli y col. en el año 2015, en 15/45 secuencias provenientes de los aislamientos de pacientes con 

EM y 7/30 secuencias provenientes de los aislamientos del grupo control. Se detectó el polimorfismo 

c.721A>C en 3/15 y 1/7 secuencias de pacientes y controles, respectivamente. En forma similar a lo 

previamente descripto este cambio no fue reportado con anterioridad en la literatura. Por otro lado, en 

todas estas secuencias provenientes de aislamientos de pacientes y controles, se detectó la inserción de 

un codón CTC entre las posiciones nucleotídicas 633 y 634. Dentro del subgrupo relacionado a 1.3, se 

observaron variantes relacionadas particularmente al alelo 1.3A en 5/15 y 1/7 de las secuencias 

provenientes de pacientes y controles respectivamente, dado que presentaron el polimorfismo c.616C>G 

(presente en el alelo 1.3 A y ausente en el alelo 1.3B). Finalmente, ninguna de las secuencias presentaba 

el cambio c.766G>A, que se encuentra presente en el alelo 1.3B (Figura 27). 

 

Respecto al resto de las secuencias obtenidas, en 10/45 secuencias de pacientes y 5/30 secuencias de 

controles se observó una secuencia relacionada a la línea celular GD1. En 4/45 secuencias de pacientes 

https://www.zotero.org/google-docs/?lddTRQ
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y 6/30 secuencias de controles se observó una secuencia relacionada a la línea celular Raji (Figura 27; 

Tabla 19). 

 

 

Figura 27: Alineamiento representativo de secuencias de ADN de la región comprendida entre los 

nucleótidos 309 y 776 del gen BYRF1 que codifica para la proteína EBNA2. Se muestran alineadas una 

selección de variantes caracterizadas en este trabajo, que fueron iguales o relacionadas a los alelos previamente 

descritos (1.1, 1.2, 1.2A, 1.3A o a secuencias de las líneas celulares Raji y GD1). La posición nucleotídica en la 

parte superior del alineamiento se refiere a la secuencia de referencia, línea celular B95.8. Las flechas violetas 

indican las posiciones con sustituciones de nucleótidos respecto a la línea de referencia NC007605.1, mientras 

que las flechas rojas indican las posiciones donde se esperaba detectar una sustitución patrón, la cual no fue 

detectada.   
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Tabla 19: Descripción de los alelos caracterizados a partir de la secuenciación del gen BYRF1 en los 

aislamientos de pacientes con EM y controles sanos de Argentina.  

Alelos EM, n (%) (n=45) CS, n (%) (n=30) p valor 

Variante 1.1 2 (4,4) 2 (6,7) > 0,05 

Variantes relacionadas a 1.1 3 (6,7) 1 (3,3) > 0,05 

Variantes relacionadas a 1.2  7 (15,5) 8 (26,7) > 0,05 

Variante relacionada a 1.2A 4 (8,9) 1 (3,3) > 0,05 

Variantes relacionadas a 1.3 10 (22,2) 6 (20) > 0,05 

Variantes relacionadas a 1.3A 5 (11,1) 1 (3,3) > 0,05 

Variantes relacionadas a GD1 10 (22,2) 5 (16,7) > 0,05 

Variante relacionada a Raji 4 (9,1) 6 (20) > 0,05 

 

Tal como ocurrió con las secuencias nucleótidos, a partir del análisis de las secuencias proteicas 

obtenidas, si bien se identificaron cambios aminoacídicos no fue posible caracterizar variantes virales 

particulares relacionadas con el grupo de pacientes con EM ni con el grupo de controles (p > 0,05 en 

todos los casos, prueba exacta de Fisher). El alineamiento proteico completo, con la totalidad de las 

secuencias, se encuentra en el Anexo K. 

 

En cuanto a la variante 1.1, a nivel de secuencia proteica fue exactamente igual a la referencia utilizada, 

mientras que en las secuencias relacionadas a la variante 1.1 se detectaron cambios sin sentido a nivel 

aminoacídico. 

Con respecto a la secuencia de aminoácidos de alelos asociados a 1.2, tanto la sustitución c.505G>A 

como c.733C>T representaron cambios en los aminoácidos distintos al de la secuencia de la línea de 

referencia p.V168I y p.P244S, respectivamente. La sustitución c.766G>A presente en los alelos 1.2A y 

1.2B, originalmente descriptos por Mechelli y col., representa un cambio de aminoácido p.N255D en la 

secuencia de referencia. Sin embargo, dicha sustitución no fue observada en los aislamientos argentinos 

(Figura 28).  

Respecto a la secuencia de aminoácidos de alelos relacionados a 1.3, el polimorfismo c.616C>G se 

tradujo en un cambio aminoacídico p.L205V, respecto de la secuencia de referencia. A su vez, se 

observó la inserción de una leucina entre las posiciones aminoacídica 210 y 211, en todos los pacientes 

y controles: p.L210_T211InsL. El polimorfismo c.721A>C representó un cambio de aminoácido 

p.T240P respecto de la secuencia de referencia. La sustitución c.766G>A presente en el alelo 1.3B de 
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referencia representó un cambio aminoacídico p.N255D respecto de la secuencia de referencia; sin 

embargo, dicho cambio no fue detectado en los aislamientos argentinos (Figura 28).  

 

 

Figura 28: Alineamiento en aminoácidos de la región comprendida entre el aminoácido 103 y 258 de 

la proteína EBNA2. Se muestran alineadas una selección de variantes caracterizadas en este trabajo, 

que fueron iguales o relacionadas a los alelos previamente descritos (1.1, 1.2, 1.2A, 1.3A o a secuencias 

de las líneas celulares Raji y GD1). La posición aminoacídica en la parte superior del alineamiento se 

refiere a la secuencia de referencia, línea celular B95.8. Las flechas violetas indican las posiciones con 

sustituciones de aminoácidos respecto a la línea de referencia NC007605.1, mientras que las flechas 

rojas indican las posiciones donde se esperaba detectar una sustitución patrón, la cual no fue detectada. 

 

 

5.4.2.1.  Reconstrucción filogenética del gen BYRF1  

 

Si bien no se detectaron polimorfismos específicos relacionados con la patología, se realizó la 

reconstrucción filogenética de la región codificante del gen BYRF1 a fin de estudiar la segregación de 

los alelos. Para llevar a cabo esta reconstrucción primero se eligió el modelo de sustitución de 

nucleótidos adecuado y luego se realizó la reconstrucción con el modelo elegido con el algoritmo de 

máxima verosimilitud ver figura 29.  

En la reconstrucción filogenética, se visualizó un clado con soporte estadístico significativo (bootstrap 

> 70) que corresponde a los alelos 1.2A y 1.2B, previamente descriptos. Sin embargo, no se observó un 

clado de segregación independiente compuesto preferencialmente por secuencias de pacientes con EM 

o del grupo control. Por lo tanto, se confirmó que en este conjunto de secuencias obtenidas en Argentina 

no existe un alelo asociado a un riesgo aumentado de desarrollo y/o progresión de la EM. En forma 

similar, tampoco se identificó un alelo que se encuentre presente solo en los controles y que pudiera 

suponerse protectivo frente a la enfermedad.  
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Figura 29: Reconstrucción filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las 

secuencias nucleotidicas de la amplificación del gen BYRF1 de pacientes con EM y el grupo de 

control. Se incluyeron las líneas B95.8, Raji y GD1, y los alelos previamente descriptos en la 

bibliografía (1.1, 1.2A, 1.2B, 1.3A y 1.3B) con el fin de analizar el agrupamiento de los aislamientos 

obtenidos en este trabajo. En la reconstrucción filogenética sólo se observó un clado con soporte 

estadístico con un bootstrap > 70. La escala indica el número de sustituciones por sitio. EM: pacientes 

con esclerosis múltiple (círculo rojo), GC: grupo control (círculo azul) y referencias y alelos (círculo 

negro). 

 

Dado que no se encontró una asociación con la patología, se analizó la posible asociación de variantes 

del gen que codifica para EBNA2 con la geografía, debido a que se reportó para otros genes del EBV 

una asociación de variantes virales con el origen geográfico de los aislamientos. Para dicho fin, se 

construyó un dataset de secuencias balanceado por geografía, que contenía las secuencias de Argentina 

(EM y GC), las referencias (B95.8, Raji y GD1), los alelos (1.1, 1.2A, 1.2B, 1.3A y 1.3B) y al cual se 

le adicionaron secuencias descargadas de GenBank provenientes de diferentes regiones geográficas del 

mundo (Europa, Asia, Asia Occidental, África, Estados Unidos, Australia, Indonesia y Papúa Nueva 

Guinea); Indonesia y Papúa Nueva Guinea se consideraron como una misma región. En este análisis 

sólo se incluyeron secuencias de aislamientos de EBV de tipo I, debido a que los cebadores utilizados 

en este trabajo permitieron la amplificación de EBV de tipo I y no de EBV de tipo II. Por su parte, para 
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llevar a cabo la reconstrucción filogenética primero se eligió el modelo de sustitución de nucleótidos 

adecuado y luego se realizó la reconstrucción con el modelo elegido y con el algoritmo de máxima 

verosimilitud, ver figura 30.  

Luego de la reconstrucción de las relaciones filogenéticas entre las secuencias del mencionado dataset, 

se observó en el árbol filogenético la existencia de 4 clados con sustento estadístico (bootstrap > 70). 

En primer lugar, cabe resaltar la existencia de un clado con soporte de bootstrap = 95, compuesto casi 

en forma exclusiva por aislamientos de Asia y de Indonesia y Papua Nueva Guinea. En este sentido, este 

clado se compuso de 9 aislamientos de Asia, 13 de Indonesia y Papúa Nueva Guinea y 1 secuencia de 

Europa, lo cual refleja la escasa variabilidad genética de estos aislamientos asiáticos. Un segundo clado, 

con soporte de bootstrap = 94, fue conformado por 7 aislamiento de Argentina y compartió un ancestro 

común reciente con el clado asiático arriba mencionado; lo cual refleja la introducción en Argentina de 

variantes de EBV desde Asia, producto de diversas olas migratorias. Los dos clados restantes (soporte 

de bootstrap = 94 y 90) fueron conformados sólo por dos aislamientos cada uno. Respecto de los 23 

aislamientos restantes de Argentina, los mismos se encontraron distribuidos a lo largo de toda la 

topología del árbol filogenético, junto con aislamientos de América del Norte, Europa, África y 

Australia, pero sin conformar clados de segregación con soporte de bootstrap; hecho que demuestra el 

carácter cosmopolita de las mencionadas regiones que, a lo largo de los años, han registrado diversas 

oleadas migratorias. 

En el contexto del mencionado clado cosmopolita, si bien sin soporte de bootstrap, se podría mencionar 

que la variante 1.3B se encontraría predominantemente relacionada con otros aislamientos de Europa. 

De forma similar, los aislamientos de Argentina demostrarían mayor identidad de secuencia con los 

alelos de referencia 1.2A y 1.2B. Por otro lado, el alelo 1.3A pertenecería a un clado donde predominan 

secuencias de Argentina, Europa y Australia. Raji estaría en un clado formado principalmente por 

secuencias argentinas. El alelo 1.1 y la línea B95.8 agruparían juntas en un clado con secuencias de 

todas las regiones estudiadas. GD1 también agruparía en un gran clado con secuencias de todo el mundo.   
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Figura 30: Reconstrucción filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las 

secuencias de la amplificación del gen BYRF1 de pacientes con EM, controles sanos, secuencias de 

referencia, alelos y secuencias de aislamientos de diversas regiones geográficas descargadas de 

GenBank. Agrupamiento por geografía de los aislamientos obtenidos en este trabajo y los descargados 

de GenBank. La escala indica el número de sustituciones por sitio. Referencias y alelos (círculo negro), 

Argentina (círculo azul), África (círculo verde), Asia (círculo amarillo), Papúa Nueva Guinea e 

Indonesia (círculo celeste), Asia Occidental (círculo violeta), Australia (círculo magenta), Estados 

Unidos (círculo rojo) y Europa (círculo naranja).  

 

Por otro lado, y dada la escasez de secuencias de EBNA2 provenientes de aislamientos de pacientes con 

EM se decidió analizar si existía alguna similitud con secuencias pertenecientes a aislamientos de otras 
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patologías asociadas con el EBV. Para dicho fin, se extrajeron secuencias de GenBank que pertenecían 

a aislamientos de diversas patologías neoplásicas como linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, 

carcinomas nasofaríngeos, desórdenes linfoproliferativos postrasplante o de aislamientos de sujetos con 

mononucleosis infecciosa y, por último, muestras no patológicas, provenientes de dadores sanos. Por lo 

tanto, además de analizar el agrupamiento de secuencias según el origen geográfico, se analizó el 

agrupamiento de las secuencias según la patología: por patología linfoproliferativa (linfomas), infección 

benigna (MI y dadores sanos) y enfermedad neurodegenerativa (EM) ver figura 31. Si bien el árbol es 

el mismo que se describió en el inciso anterior, en este caso se pudo observar si las secuencias se 

agrupaban por patologías. Según lo observado en los 4 clados con sustento estadístico (bootstrap > 70), 

el clado que contiene una secuencia de África y una Argentina corresponde a dos secuencias malignas 

(bootstrap = 94), el clado que contiene una secuencia de Asia y una de Indonesia y Papúa Nueva Guinea 

corresponde a una secuencia benigna y la otra no identificada (bootstrap = 90), el clado que contiene 7 

secuencias de Argentina corresponde a 5 secuencias malignas (bootstrap = 94), una benigna y un 

aislamiento del grupo control de este trabajo y finalmente el clado que contiene 9 secuencias de Asia, 

13 secuencias de Indonesia y Papúa Nueva Guinea y 1 secuencia europea corresponde a 16 secuencias 

malignas y 5 secuencias benignas (bootstrap = 95). En lo referente a las líneas celulares y los alelos 

previamente descriptos, aunque sin soporte estadístico estadístico, se observó que todos se encuentran 

en clados mixtos con secuencias de origen neoplásico, neurodegenerativo e infección benigna o 

portadores sanos, por lo tanto, ninguno de los alelos estudiados resultó asociado a la EM, ni tampoco se 

identificó un alelo protectivo que segregue preferencialmente con secuencias benignas o con el grupo 

control.  
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Figura 31: Reconstrucción filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las 

secuencias de la amplificación del gen BYRF1 de pacientes con EM, controles sanos, secuencias de 

referencia, alelos y secuencias de distintos aislamientos de mundo descargadas de GenBank. 

Agrupamiento por patología de los aislamientos obtenidos en este trabajo y los descargados de GenBank. 

La escala indica el número de sustituciones por sitio. Secuencias de referencia y alelos descriptos (rombo 

amarillo), EM de Argentina (círculo rojo), grupo control de Argentina (círculo azul), patologías 

neoplásicas (triángulo negro), portadores con infección benigna (triángulo blanco).  
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A modo de aclaración, si bien el material genético utilizado como templado para llevar a cabo las PCR 

y la posterior secuenciación de los productos de amplificación fue el mismo, no en todos los casos fue 

posible secuenciar ambos genes (BCRF1 y BYRF1). En total, entre la secuenciación para BCRF1 y 

BYRF1 se obtuvieron 50 secuencias de pacientes y 37 secuencias de controles sanos. En algunos casos 

sólo fue posible secuenciar el gen BCRF1 (5/50 EM y 7/37 CS) y en otros casos sólo fue exitosa la 

secuenciación del gen BYRF1 (31/50 EM y 22/37 CS). Se logró la secuenciación directa de ambos genes 

en 13/50 pacientes con EM y en 4/37 controles sanos.  

 

5.5. Respuesta transcripcional en linfocitos B infectados por el EBV. 
 

Dado que los linfocitos B son el reservorio del EBV en estado de latencia, se decidió investigar la 

respuesta transcripcional en dichos linfocitos infectados por el EBV. A fin de separar la población de 

linfocitos de interés por citometría de flujo, se incluyeron controles de autofluorescencia (células sin 

marcación) y los controles de isotipos correspondientes, según se detalló en la sección de metodología. 

A partir de estos controles se determinaron los cuadrantes correspondientes que permitieron separar a 

los linfocitos B según su estatus de infección. De esta forma se seleccionó la población CD20+ EBNA1+, 

linfocitos B de memoria o vírgenes, infectados con el virus Epstein Barr y los linfocitos CD20+ EBNA1- 

que no estaban infectados con el virus. Ambos grupos de células fueron separadas por cell-sorting, luego 

se extrajo el ARN y fueron remitidas como parte de una colaboración, al Broad Institute en 

Massachusetts, Estados Unidos, para analizar su perfil transcripcional por secuenciación masiva del 

ARNm (RNA-seq).  

Debido a que la cantidad de células sorteadas en el grupo CD20+ EBNA1+ fue muy escasa, se decidió 

hacer un pool con las muestras de linfocitos B de memoria y vírgenes. Siendo que aun así la cantidad 

de ARN era menor a la requerida para el ensayo de RNA-seq para la población de linfocitos B totales 

infectados por el EBV, finalmente se optó por realizar un nuevo pool con las muestras de linfocitos B 

totales de todos los pacientes y las muestras de linfocitos B totales de todos los controles. De esta forma, 

se obtuvieron 4 grupos en total: (1) linfocitos B totales CD20+ EBNA1+ del grupo de pacientes con 

esclerosis múltiple; (2) linfocitos B totales CD20+ EBNA1- del grupo de pacientes con esclerosis 

múltiple; (3) linfocitos B totales CD20+ EBNA1+ del grupo de controles y; (4) linfocitos B totales CD20+ 

EBNA1- del grupo de controles. 

En colaboración con el laboratorio del Dr. Francisco Quintana en el Brigham and Women´s Hospital, se 

realizó el ensayo de RNA-seq y el análisis bioinformático comparando estos 4 grupos de interés. 

El primer análisis que se realizó fue el de análisis de componentes principales (ACP, o PCA Principal 

Component Analysis, por sus siglas en inglés), donde se aprecia cómo agruparon las muestras en base a 

su similitud (Figura 32). A partir de dicho gráfico, se observó que el componente principal 1 (PC1) 

permite diferenciar las poblaciones de linfocitos B EBV positivos (H7 y H8) de las poblaciones EBV 
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negativos (H3 y H4). A su vez el componente principal 2 (PC2) permite diferenciar las poblaciones de 

linfocitos B EBV negativos de los pacientes con EM de los linfocitos B del grupo control (H3 y H4, 

respectivamente). Si bien era esperable que la población CD20+ EBNA1+ difiriera entre pacientes y 

controles, H8 y H7, respectivamente, esto no fue observado. Este último hecho podría deberse a la escasa 

cantidad de eventos separados durante la citometría de flujo.  

 

Figura 32: Análisis de componentes principales a partir de los resultados del ensayo de RNA-seq. En 

el gráfico se ven 4 poblaciones: Controles CD20+ EBNA1- (H3). Pacientes con EM CD20+ EBNA1- 

(H4). Controles CD20+ EBNA1+ (H7). Pacientes con EM CD20+ EBNA1+ (H8). 

 

Luego se graficó un mapa de calor (heatmap) que permite visualizar e interpretar los datos de expresión 

de los transcriptos. En este heatmap, cada fila representa un transcripto, mientras que cada columna 

representa una muestra. Los colores y su intensidad representan los cambios en la expresión del 

transcripto (rojo = sobreexpresión, azul = baja expresión) (Figura 33). Dado que finalmente solo se tuvo 

una muestra por grupo, no se pudo calcular la variabilidad dentro de los grupos (FDR, false discovery 

rate, por sus siglas en inglés). Se observa en el heatmap que existe diversidad de transcriptos con 

expresión diferencial entre los grupos. Dado que la expresión diferencial de genes en linfocitos B de 

pacientes con EM y controles fue ampliamente descripta a lo largo de los años, este análisis sólo se 

focalizó en la comparación de linfocitos CD20+ EBNA1+ entre pacientes y controles. Al tratarse de más 

de 50 genes que se encontraban diferencialmente expresados entre las poblaciones de interés, se realizó 

una búsqueda más específica. Con la ayuda de un especialista en bioinformática, se seleccionaron del 

listado inicial aquellos transcriptos con polimorfismo de nucleótido único (SNP Single-nucleotide 
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polymorphism, por su sigla en inglés) previamente descriptos como asociados a EM en bases de datos 

(Beecham et al., 2013; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium et al., 2011; International 

Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019a). Luego de esta búsqueda, el listado de transcriptos se 

redujo a sólo un gen, el gen IQGAP1 que codifica para la proteína IQGAP1. En este caso, se determinó 

que el ARNm de IQGAP1 tenía una expresión significativamente menor en linfocitos B CD20+ EBNA1+ 

de pacientes con EM comparado con linfocitos B CD20+ EBNA1- de pacientes con EM (p = 0.03), 

mientras que en el resto de los grupos comparados no se vieron diferencias significativas.     

 

Figura 33: Heatmap a partir de los resultados del RNA-seq. En las columnas de izquierda a derecha 

se visualiza: Controles CD20+ EBNA1-, Pacientes con EM CD20+ EBNA1-, Controles CD20+ EBNA1+, 

Pacientes con EM CD20+ EBNA1+. En el panel de la derecha se ve el zoom de los genes, haciendo 

particular enfoque en IQGAP1 que se encuentra diferencialmente expresado.  

 

5.6. Ensayos in vitro - Silenciamiento de Iqgap1 
 

Dado que en los resultados del RNA-seq se observó una disminución en la expresión del ARNm de 

IQGAP1, en los linfocitos B de pacientes con EM EBNA1+ en comparación con los linfocitos B de 

pacientes con EM EBNA1-, se decidió realizar ensayos in vitro, silenciando IQGAP1 con un ARN de 

silenciamiento. Por lo tanto, se silenció el gen Iqgap1 en linfocitos B de ratón (una situación que 

https://www.zotero.org/google-docs/?A2iY21
https://www.zotero.org/google-docs/?A2iY21
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representa lo observado en linfocitos B EBNA1+ de los pacientes con EM) y se los comparó con 

linfocitos B de ratón sin silenciar (situación que representa a los linfocitos B EBNA1-).  

 

5.6.1.  Efectividad del silenciamiento de Iqgap1 

 

Como primer paso se verificó que el ARN de silenciamiento elegido, efectivamente hubiera silenciado 

parcialmente al gen Iqgap1. Cabe mencionar que el sistema utilizado no inactiva por completo al gen 

de interés, sino que es un sistema de disminución parcial de la expresión del gen. En este caso, era de 

interés que la disminución de la expresión fuera parcial, dado que en el ensayo de RNA-seq se observó 

que si bien los linfocitos B EBNA1+ de los pacientes expresaban el gen, su expresión estaba disminuida 

comparado con los linfocitos B EBNA1-. Se decidió corroborar el silenciamiento parcial del gen Iqgap1 

utilizando la técnica de qPCR.  

Tanto para esta qPCR como para las siguientes, se realizaron los pasos de validación explicados con 

anterioridad en el inciso 8.2 En todos los casos el gen endógeno seleccionado fue Gapdh. A modo de 

ejemplo se describe el proceso de puesta a punto y validación para Iqgap1 y Gapdh. En base a las curvas 

de amplificación ensayadas para Gapdh e Iqgap1, se determinaron los parámetros correspondientes al 

umbral y a la línea de base. En el caso de Gapdh el umbral seleccionado fue 0,29 y la línea de base 20, 

mientras que para Iqgap1 el umbral seleccionado fue 0,17 y la línea de base 17 (Figura 34). 

 

 

 

Figura 34: Curvas de amplificación para los transcriptos de Gapdh e Iqgap1. Gráficos 

correspondientes a las curvas de amplificación, con sus respectivos duplicados. En cada caso, se grafica 

el cambio de fluorescencia (ȹRn, en unidades arbitrarias) en funci·n del ciclo en el que se alcanza el 

valor umbral para las diluciones seriadas al décimo. El valor del umbral se determinó a partir del gráfico 

en escala logarítmica (línea verde para el transcripto de Gapdh, línea celeste para el de Iqgap1). 
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Con respecto a las curvas de disociación (melting), en todos los casos se observó un pico correspondiente 

a cada producto de amplificación, y un pico de tamaño despreciable que correspondería a los dímeros 

de cebadores (Figura 35). 

 

 

Figura 35: Curvas de melting para los transcriptos de Gapdh e Iqgap1. Se graficaron las curvas de 

melting asociadas a las curvas de amplificación obtenidas para Gapdh e Iqgap1. Curva verde para el 

transcripto de Gapdh, curva celeste para el transcripto de Iqgap1. 

 

 

Luego se graficaron los valores de Ct obtenidos para cada dilución de las curvas de calibración 

en función del logaritmo de dicha dilución (Figura 36). Como primera validación, se verificó que las 

curvas estándares obtenidas para Iqgap1 y Gapdh fuesen paralelas y, a su vez, que la eficiencia de 

amplificación se encontrase en un rango entre 90 y 110%. Finalmente, se obtuvo el coeficiente de 

correlación (R2) para cada una de las curvas estándar. En ambos casos, se obtuvieron valores de R2 que 

demostraron un ajuste adecuado de los valores de cada curva estándar, mientras que los valores de las 

eficiencias se encontraron dentro del rango esperado, lo cual confirma que, luego de cada ciclo de 

amplificación, el templado se duplica durante la etapa exponencial del ciclo. 
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Figura 36: Curvas estándares para los transcriptos de Gapdh e Iqgap1. Se graficó el Ct obtenido en 

cada dilución seriada en función del logaritmo de dicha dilución. Para el transcripto de Gapdh se ilustran 

los valores correspondientes a las eficiencias (E) y a los coeficientes de correlación (R2) en color verde. 

Mientras que para los transcriptos de Iqgap1 se ilustran los valores de E y R2 en color celeste. 

 

Por ¼ltimo, se grafic· el valor ȹCt, entre el valor de Ct del transcripto de Iqgap1 y el valor de Ct del 

transcripto de Gapdh, en función del logaritmo del factor de la dilución de cada punto de las diferentes 

curvas estándares (Figura 37). A partir de la regresión lineal de los datos, se calculó la pendiente de la 

recta, parámetro en el cual un valor menor o igual a 0,1 es considerado como aceptable dado que indica 

que la diferencia en el nivel de amplificación entre los transcriptos es constante a lo largo de todas las 

diluciones. 

 

 

Figura 37: Validación final de Gapdh como gen endógeno. Se grafic· el ȹCt entre Iqgap1 y Gapdh a 

partir de los datos obtenidos de las curvas estándar para cada dilución. Se ilustra la línea de tendencia 

con su correspondiente ecuación. 
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Según se observa en la figura 37, la pendiente de la recta, m = 0,0278, resultó menor a 0,1, lo cual 

confirma que la diferencia entre los distintos puntos de cada curva se mantuvo constante a lo largo de la 

curva de calibrado. En base a estos resultados, se confirmó la elección del gen Gapdh como gen 

endógeno a utilizar durante todos los experimentos de este trabajo de tesis.  

 

En base a la elección del gen endógeno y utilizando la técnica de qPCR se comprobó que la expresión 

de Iqgap1 de los linfocitos B aislados de ratón C57BL/6J salvaje luego de 3 días de cultivo, disminuye 

al usar el ARN de silenciamiento dirigido contra Iqgap1 (Iqgap1-siRNA) con una expresión relativa 

media de 0,68 ± 0,03 comparado con el ARN de silenciamiento que no está dirigido a ningún blanco 

específico (scr-siRNA) con una expresión relativa media de 1,03 ± 0,03 y dicha disminución fue 

significativa estadísticamente (p = 0,0008, prueba t de student) (Figura 38).  

 

 

Figura 38: Gráfico de barras comparando la expresión relativa del gen Iqgap1 utilizando un ARN 

de silenciamiento que no está dirigido a un blanco específico (scr-siRNA) y el ARN de silenciamiento 

dirigido (Iqgap1-siRNA). Silenciamiento de Iqgap1 luego de 3 días de cultivo de linfocitos B aislados 

de ratón C57BL/6J salvaje. La altura de la barra representa la media de 6 réplicas y se grafica la barra 

de DE. *** p = 0,0008, prueba estadística t de student.  

 

5.6.2.  Proliferación celular 

 

Teniendo en cuenta estudios previos que demostraron que la proteína IQGAP1 está involucrada en la 

regulación de proliferación celular de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Gorman et al., 2012a; Okuyama et al., 

2020), y por otro lado, teniendo en cuenta que se reportó que los pacientes con EM presentan un aumento 

en la proliferación de los linfocitos B vírgenes maduros (Kinnunen et al., 2013), se evaluó cuál es el 

efecto de la disminución de la expresión de Iqgap1 en la proliferación de los linfocitos B. Para dicho 

objetivo, se realizó un ensayo de incorporación de timidina tritiada, tal como se explicó en el inciso 12. 

https://www.zotero.org/google-docs/?CBy367
https://www.zotero.org/google-docs/?CBy367
https://www.zotero.org/google-docs/?4kOb9B
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Luego de silenciar parcialmente la expresión de Iqgap1 en cultivo de linfocitos B de ratones C57BL/6J 

salvajes se observó un aumento en la incorporación de timidina tritiada (84257 ± 12874 cpm) respecto 

de los linfocitos B transfectados con el scr-siRNA (47283 ± 12205 cpm), diferencia que resultó 

estadísticamente significativa (p = 0,0009, prueba t de student) (Figura 39).  

 

 

Figura 39: Gráfico de barras comparando la proliferación celular de los linfocitos B. Ensayo de 

incorporación de timidina tritiada para evaluar proliferación celular en linfocitos B de ratones C57BL/6J 

salvajes, usando un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) y un ARN de silenciamiento dirigido 

contra Iqgap1 (Iqgap1-siRNA). cpm (Cuentas por minuto).  La altura de la barra representa la media de 

6 réplicas y se grafica la barra de DE. *** p < 0,001. Prueba estadística t de student.  

 

5.6.3.  Evaluación de citoquinas por qPCR. 

 

Una de las funciones más importantes de los linfocitos B es su capacidad de producir citoquinas, lo cual 

permite modular la respuesta local inmune. Particularmente en la patología de la EM, hay un 

desequilibrio en la producción de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, que modifican el 

ambiente inflamatorio y promueven la activación de macrófagos y linfocitos T. Se reportó que los 

linfocitos B aislados de sangre de pacientes con EM exhiben un perfil anormal de citoquinas 

proinflamatorias, con niveles elevados de GM-CSF, IL-6 y TNFŬ, y menores cantidades de la citoquina 

antiinflamatoria IL-10, en comparación con dadores sanos (Häusser-Kinzel & Weber, 2019; Jain & 

Yong, 2022; R. Li & Bar-Or, 2019).  

Por lo tanto, una vez comprobado que era posible silenciar el gen Iqgap1 en linfocitos B en cultivo, y 

teniendo en cuenta lo descripto previamente, se evaluó la expresión de los ARNm que codifican para 

las citoquinas proinflamatorias (Csf2, TNFŬ e IL-6) y antiinflamatoria (IL-10) al silenciar Iqgap1 por 

qPCR (Figura 40). 

https://www.zotero.org/google-docs/?aRi4WG
https://www.zotero.org/google-docs/?aRi4WG
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Luego de silenciar Iqgap1 con el siRNA específico, se observó una disminución en la expresión del 

ARNm de la citoquina proinflamatoria Csf2 con una expresión relativa media de 0,67 ± 0,12 respecto 

de los linfocitos B transfectados con el scr-siRNA 1 ± 0,07, diferencia que resultó estadísticamente 

significativa (p = 0,0079, prueba t de student). Por su parte, la expresión relativa media de la citoquina 

antiinflamatoria IL-10 fue de 0,53 ± 0,26 frente a la expresión de la condición control 1 ± 0,21, diferencia 

estadísticamente significativa (p = 0,0323, prueba t de student). No se observaron cambios significativos 

en la expresi·n relativa de TNFŬ (p > 0,05, prueba de Mann Whitney) ni IL-6 (p > 0,05, prueba t de 

student).  

 

 

Figura 40: Gráfico de barras comparando la expresión relativa de distintas citoquinas. Ensayo de 

qPCR para evaluar la expresión relativa de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en linfocitos 

B aislados de ratón C57BL/6J salvaje, usando un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) y un ARN 

de silenciamiento dirigido contra Iqgap1 (Iqgap1-siRNA). A) Csf2; B) TnfŬ; C) Il10; D) Il6. La altura 

de la barra representa la media de 4 réplicas y se grafica la barra de DE. Prueba estadística t de student 

en el caso de Csf2, Il10 e Il6. Prueba estadística de Mann Whitney en el caso de TnfŬ. * p < 0,05, ** p 

< 0,01.  

 

5.6.4.  Evaluación de citoquinas por ELISA 

 

Con el objetivo de evaluar si el efecto del silenciamiento a nivel de ARNm tenía alguna consecuencia a 

nivel proteico, se evaluó la secreción de citoquinas en el sobrenadante del cultivo luego de silenciar el 
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gen Iqgap1 en linfocitos B. Si bien se evaluaron las mismas citoquinas (Csf2, TNFŬ, IL-6 e IL-10) que 

se habían analizado con anterioridad por qPCR, la cuantificación de Csf2 e IL-10 resultó ser indetectable 

en el sobrenadante de cultivo. Por otro lado, y al igual que en la qPCR, no se detectaron diferencias 

significativas en la cuantificaci·n de TNFŬ e IL-6 (en ambos casos p > 0,05, prueba de Mann Whitney) 

(Figura 41). 

 

 

Figura 41: Gr§fico de barras comparando la secreci·n de las citoquinas TNFŬ e IL-6. Ensayo de 

ELISA para determinar la cuantificación de citoquinas proinflamatorias A) TNFŬ; B) IL-6 en linfocitos 

B aislados de ratón C57BL/6J salvaje, usando un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) y un ARN 

de silenciamiento dirigido contra Iqgap1 (Iqgap1-siRNA). La altura de la barra representa la media de 

3 réplicas y se grafica la barra de DE. p > 0,05, Prueba estadística de Mann Whitney.  

 

5.6.5.  Silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos B y posterior cocultivo con linfocitos T 

 

La presentación antigénica y la coestimulación son funciones cruciales en la interacción de los linfocitos 

B con los linfocitos T. Luego del reconocimiento y procesamiento de un antígeno por parte de un 

linfocito B, éste será presentado en la superficie de la célula B en el contexto de las moléculas MHC de 

clase II a los linfocitos T CD4+, los cuales serán activados. A su vez, tanto en pacientes con EM como 

en el modelo animal de Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE, por sus siglás en inglés), se 

demostró que los linfocitos B producen daño al SNC de forma indirecta, a través de la interacción física 

con las células T, induciendo la expansión de linfocitos T autorreactivos (Baecher-Allan et al., 2018; 

Fraussen et al., 2016).   

Una vez determinado el efecto del silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos B en forma aislada y teniendo 

en cuenta la información descripta previamente, se prosiguió a evaluar el efecto del silenciamiento de 

https://www.zotero.org/google-docs/?czNikH
https://www.zotero.org/google-docs/?czNikH
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Iqgap1 en la interacción con los linfocitos T. A tal fin, se cocultivaron linfocitos B silenciados con la 

totalidad de linfocitos T. En una segunda etapa, los linfocitos T fueron diferenciados en Th1 y Th17 y 

se repitió el ensayo de cocultivo. 

 

5.6.5.1.  Proliferación celular  

 

Dado que en el inciso 6.4 se describió que los linfocitos B en cultivo con Iqgap1 silenciado aumentaban 

su proliferación respecto de los linfocitos B sin silenciar, se estudió el efecto de la mencionada 

proliferación en cocultivo con linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII. Si bien el racional detrás 

de la elección de estos ratones fue detallado en la sección 11.1 de la Metodología, a modo de recordatorio 

cabe destacar que estos ratones poseen un receptor TCR re arreglado a fin de poder reconocer el péptido 

MOG35-55 y OVA323-339 respectivamente y son ampliamente utilizados para el estudio de la biología de 

los linfocitos T.  

Por lo tanto, luego de silenciar Iqgap1 en linfocitos B y cocultivarlos con los linfocitos T, se evaluó la 

proliferación celular de los linfocitos T (población CD4+) por citometría de flujo mediante la detección 

del marcador de proliferación celular Ki67+, primero se seleccionó la población CD3+ (marcador 

correspondiente a la población total de linfocitos T) y dentro de la misma se seleccionó la población 

CD4+, para finalmente seleccionar la población de células Ki67+. Luego de esta estrategia de gating 

CD3+CD4+Ki67+, se determinó que con respecto a los linfocitos T provenientes de los ratones 2D2, al 

silenciar el gen Iqgap1 el porcentaje de proliferación fue 8,26 ± 2,49 % mientras que al usar el ARN de 

silenciamiento control scr-siRNA, el porcentaje de proliferación fue de 3,88 ± 1,06 %. A su vez, y de 

forma similar, en los linfocitos T provenientes de los ratones OTII, se estimó un porcentaje de 

proliferación del 43,06 ± 6,06 % al silenciar el gen de interés y 34,88 ± 3,23 % cuando se utilizó el ARN 

de silenciamiento control. Se observó un aumento significativo de la proliferación tanto en linfocitos T 

provenientes de ratones 2D2 (p = 0,0177, prueba t de student), como de linfocitos T provenientes de 

ratones OTII (p = 0,0287, prueba t de student) en cocultivo con los linfocitos B silenciados con Iqgap1-

siRNA comparados con los linfocitos B sin silenciar (Figura 42).  
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Figura 42: Gráfico de barras comparando la proliferación celular de los linfocitos T. Evaluación de 

proliferación celular de linfocitos T, evaluado según expresión del marcador Ki67 por citometría de 

flujo en cocultivo de linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII, y linfocitos B silenciados usando 

un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido contra Iqgap1 

(Iqgap1-siRNA). La altura de la barra representa la media de 5 réplicas y se grafica la barra de DE. * p 

< 0,05; Prueba estadística t de student.  

 

 

 

5.6.5.2.  Evaluación de marcador de activación 

 

Teniendo en cuenta que al silenciar Iqgap1 en linfocitos B se observó un aumento en la proliferación 

tanto de linfocitos B como T, se decidió evaluar el marcador de activación de linfocitos T, CD44, por 

citometría de flujo. La glicoproteína de transmembrana de tipo I, CD44, es expresada en distintos tipos 

celulares y es uno de los marcadores de activación de linfocitos T más utilizados. Luego del 

reconocimiento de un antígeno, los linfocitos T aumentan rápidamente la expresión de CD44 y dicha 

expresión puede mantenerse incluso en los linfocitos T de memoria (Budd et al., 1987; Schumann et al., 

2015).  

Considerando lo anteriormente mencionado, se utilizó como estrategia de gating, la selección de los 

linfocitos T (CD3+CD4+CD44+). Con respecto a los linfocitos T provenientes de los ratones 2D2, al 

silenciar el gen Iqgap1 el porcentaje de activación estimado fue del 13,45 ± 4,04 % mientras que al 

utilizar el ARN de silenciamiento control, el porcentaje de proliferación fue de 6,26 ± 1,79 %. Al mismo 

tiempo, en los linfocitos T provenientes de los ratones OTII, se determinó un porcentaje de proliferación 

del 64,80 ± 4,55 al silenciar el gen blanco y 53,64 ± 2,10 al utilizar scr-siRNA. A partir de la selección 

se determinó que el aumento en la proliferación celular de los linfocitos T (CD3+CD4+Ki67+), se vio 

https://www.zotero.org/google-docs/?zvz3iq
https://www.zotero.org/google-docs/?zvz3iq
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acompañado con un aumento del marcador de activación de linfocitos T CD44 tanto en linfocitos T 

provenientes de ratones 2D2 como en linfocitos T provenientes de ratones OTII (p = 0,0174 y  p = 

0,0011, prueba t de student, respectivamente) cuando se los cocultivaba con los linfocitos B silenciados 

con Iqgap1-siRNA comparados con los linfocitos B sin silenciar (Figura 43).  

 

 

Figura 43: Gráfico de barras comparando la activación celular de los linfocitos T. Evaluación de 

marcadores de activación celular de linfocitos T, evaluado según expresión del marcador CD44 por 

citometría de flujo en cocultivo de linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII, y linfocitos B 

silenciados usando un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido 

contra Iqgap1 (Iqgap1-siRNA). La altura de la barra representa la media de 5 réplicas y se grafica la 

barra de DE. * p < 0,05; ** p < 0,01. Prueba estadística t de student.  

 

 

 

5.6.5.3.  Efecto del silenciamiento de Iqgap1 sobre la presentación antigénica 

 

Dado que silenciar Iqgap1 en los linfocitos B conduce a una mayor proliferación, tanto de los linfocitos 

B como T, y que a su vez este aumento está acompañado de un aumento en el marcador de activación 

CD44, y, por otro lado, sabiendo que los linfocitos B pueden actuar como células presentadoras de 

antígenos, se evaluó cuál era el efecto del silenciamiento de Iqgap1 sobre la presentación antigénica de 

los linfocitos B.  

Inicialmente para evaluar dicho efecto, se silenció Iqgap1 en células B de ratones salvajes y luego se 

cocultivaron estas células con linfocitos T provenientes de ratones transgénicos (2D2 u OTII) durante 3 

días. Posteriormente, mediante citometría de flujo, se determinó el porcentaje de linfocitos B que 

expresaban los marcadores CD80, CD86 y MHCII, que se encuentran en la superficie de las CPA. Como 

estrategia de gating, se seleccionaron las células CD19+CD80+, CD19+CD86+ y CD19+MHCII+. Al 

silenciar el gen Iqgap1 en células B y su posterior cocultivo con linfocitos T de ratones 2D2, el 
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porcentaje de células CD19+CD80+ fue del 1,05 ± 0,11 mientras que al usar el ARN de silenciamiento 

control, el porcentaje de la población de células CD19+CD80+ resultó de 0,74 ± 0,24, una diferencia 

estadísticamente significativa (p = 0,0338, prueba t de student) (Figura 44 A). No se observaron 

diferencias significativas en los demás marcadores evaluados en ratones 2D2 ni OTII (p > 0,05, prueba 

t de student) (Figura 44 B y C).   

 

 

Figura 44: Gráfico de barras comparando el porcentaje de los marcadores de activación de linfocitos 

B. Evaluación de marcadores de células presentadoras de antígenos por citometría de flujo, en linfocitos 

B de ratones C57BL/6J salvajes, evaluado según expresión de los marcadores CD80, CD86 y MHCII, 

por citometría de flujo en cocultivo de linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII, y linfocitos B 

silenciados usando un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido 

contra Iqgap1 (Iqgap1-siRNA). A) CD80; B) CD86; C) MHCII. La altura de la barra representa la media 

de 5 réplicas y se grafica la barra de DE. * p < 0,05. Prueba estadística t de student. 

 

 

5.6.5.4.  Evaluación de factores de transcripción de linfocitos T por PCR cuantitativa 

 

Dado que el silenciamiento de Iqgap1 tuvo un impacto significativo en la proliferación y activación de 

los linfocitos T, pero que dicho efecto no estuvo involucrado con la presentación antigénica, se decidió 

determinar si había algún subtipo de linfocito T que estuviera siendo mayormente activado. Las células 

Th1 y Th17 son los linfocitos T efectores más importantes en la patogenia de la enfermedad. Los 

linfocitos CD4+ Th1 se caracterizan por la expresión del factor de transcripción T-bet y la secreción de 
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IFNɔ y est§n asociados con la inmunidad celular (Chitnis, 2007; Dhaiban et al., 2021). Por su parte, los 

linfocitos CD4+ Th17 son caracterizados por la expresi·n del factor de transcripci·n RORɔT y la 

secreción de la citoquina IL-17 y son comúnmente asociados a la inmunidad contra los patógenos 

extracelulares (Goverman, 2009; Moser et al., 2020). La interacción entre los linfocitos B y los T, 

influye en la polarización de los linfocitos T CD4+ Th1/Th17. Por otro lado, los linfocitos T reguladores 

(Treg) se caracterizan por la expresión del factor de transcripción FoxP3 y tiene un rol importante en la 

supresión de la respuesta inmune. Sin embargo, según estudios tanto en ratones como en humanos, la 

población de células Treg puede reprogramarse en una nueva población patogénica IL-17+FoxP3+, 

fenotípica y funcionalmente similar a los linfocitos Th17, y que se describió involucrada en patologías 

como la artritis autoinmune (Du et al., 2014; Komatsu et al., 2014).  

 

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se silenció Iqgap1 en células B de ratones salvajes 

para luego cultivar estas células con linfocitos T provenientes de ratones 2D2 que previamente habían 

sido diferenciados a los linajes Th1 y Th17. Finalmente, mediante qPCR se determinó la expresión 

relativa de los ARNm que codifican para los factores de transcripción Rorc (RORɔT en humanos), Tbx21 

(T-bet en humanos) y Foxp3 (FoxP3 en humanos). En la población de linfocitos Th0 (linfocitos T sin 

diferenciar) no se detectaron diferencias significativas para ninguno de los marcadores evaluados (p > 

0,05, prueba t de student). Por otro lado, como era de esperar, en la población Th1 se observó una mayor 

expresión del factor de transcripción Tbx21. El incremento en la expresión relativa media para la 

condición de silenciamiento de Iqgap1, fue 3,22 ± 0,18, mientras que, para la condición sin 

silenciamiento, fue 2,71 ± 0,19. Específicamente, al silenciar Iqgap1, la expresión de Tbx21 fue 

significativamente mayor en comparación a la condición sin silenciar Iqgap1 (p = 0,0076, prueba t de 

student) (Figura 45 A).  

 

Por su parte, en la población Th17 se observó una alta expresión tanto del factor de transcripción Rorc 

como de Foxp3. En primera instancia, el cambio en la expresión relativa media para la condición de 

silenciamiento de Iqgap1, fue 120,3 ± 5,0; mientras que para la condición utilizando el ARN de 

silenciamiento control fue de 96,36 ± 14,69. En este caso, al silenciar el gen Iqgap1, se detectaron 

diferencias significativas en la expresión del marcador Rorc comparado a la condición sin silenciar el 

gen diana (p = 0,0215, prueba t de student) (Figura 45 B). Finalmente, con respecto al factor de 

transcripción Foxp3, se observó un cambio en la expresión relativa media de 19,94 ± 2,21 al silenciar 

Iqgap1 frente a un 16,15 ± 0,96 cuando no se silenció el gen de interés. En este contexto, su expresión 

fue significativamente mayor al silenciar Iqgap1, comparado a la condición sin silenciamiento (p = 

0,0199, prueba t de student). (Figura 45 C).  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?WIJQKx
https://www.zotero.org/google-docs/?DE3mwY
https://www.zotero.org/google-docs/?hVmul5
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Figura 45: Gráfico de barras comparando el nivel de expresión de los ARNm de factores de 

transcripción de linfocitos T bajo condiciones de diferenciación. Evaluación de factores de 

transcripción (Tbx21, Rorc y Foxp3) de linfocitos T por qPCR, en cocultivo de linfocitos T provenientes 

de ratones 2D2 diferenciados en los distintos linajes y linfocitos B silenciados usando un ARN de 

silenciamiento control (scr-siRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido contra Iqgap1 (Iqgap1-

siRNA). A) Tbx21; B) Rorc; C) Foxp3. La altura de la barra representa la media de 4 réplicas y se grafica 

la barra de DE. * p < 0,05; ** p < 0,01. Prueba estadística t de student.  

 

 

 

 

5.6.5.5.  Análisis de expresión de citoquinas de linfocitos T por qPCR  

 

Una vez que se determinó cuál era el efecto de silenciar el gen Iqgap1 en linfocitos B y su efecto sobre 

la expresión de los factores de transcripción en los linfocitos T, se evaluó por qPCR, la expresión de los 

ARNm que codifican para citoquinas proinflamatorias (INFɔ, IL-17 y CSF2) y la citoquina 

antiinflamatoria (IL-10) que son secretadas por los linfocitos T y B y son importantes para su 

funcionalidad. Al evaluar por PCR en tiempo real en un cultivo, los valores de los ARNm de las 

citoquinas evaluadas son totales, provienen tanto de linfocitos B como de linfocitos T.  
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Se evaluó el efecto del silenciamiento de Iqgap1 sobre diferentes poblaciones de linfocitos T. A tal fin, 

como se describió con anterioridad, se partió de un nuevo pool de linfocitos T sin diferenciar (Th0) de 

ratones 2D2, y en pocillos independientes se realizó la diferenciación a linfocitos Th1 o Th17. De este 

modo se lograron cultivos de las tres poblaciones de linfocitos. 

Particularmente en la población de linfocitos B cocultivados con los linfocitos Th17, la expresión 

relativa media de la IL-17 fue mayor al silenciar el gen Iqgap1. En este sentido se determinó que el 

cambio en la expresión relativa media resultó de 1,7 ± 0,29 cuando se silenció el gen Iqgap1, mientras 

que al utilizar el ARN de silenciamiento control la expresión relativa media resultó de 1 ± 0,22. Dicho 

aumento en la expresión del ARNm de IL-17 resultó significativo (p = 0,0088, prueba t de student) ver 

figura 46 A. Por su parte y particularmente en la población de linfocitos B cocultivados con los linfocitos 

diferenciados a Th1, la expresión relativa media de la IL-10 aumentó al silenciar el gen Iqgap1, siendo 

del 31,76 ±  3,14, mientras que al utilizar el ARN de silenciamiento control fue de 23,27 ± 1,73. La 

expresión de IL-10 se encontró aumentada significativamente al silenciar el gen Iqgap1 comparado con 

la condición control (p = 0,0032, prueba t de student) ver figura 46 B. Finalmente, no se observaron 

diferencias significativas para las citoquinas IFNɔ y CSF2 en ninguna de las poblaciones celulares 

evaluadas (en todos los casos p > 0,05, prueba t de student) (Figura 46 C y D).  

 

 

 
 

Figura 46: Gráfico de barras comparando el nivel de expresión de los ARNm de las citoquinas 

evaluadas en diferentes poblaciones de linfocitos T. Evaluación de citoquinas (Il17, Il10, Ifnɔ y Csf2) 

por qPCR, en linfocitos T provenientes de ratones 2D2 en cocultivo con linfocitos B silenciados usando 

un ARN de silenciamiento control (scr-siRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido contra Iqgap1 

(Iqgap1-siRNA). La altura de la barra representa la media de 4 réplicas y se grafica la barra de DE. A) 

Il17; B) Il10; C) Ifnɔ; D) Csf2. * p < 0,01. Prueba estadística t de student
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Discusión  

 

Durante varios años, se exploró la posibilidad de una conexión entre el virus Epstein Barr (EBV) y la 

esclerosis múltiple (EM). Una conexión que se basa en gran medida en la evidencia recopilada en las 

últimas dos décadas a través de estudios epidemiológicos, serológicos y virales realizados en diversos 

países y que sustentan el concepto de que el EBV desempeña un papel en el origen de la enfermedad 

(Ascherio & Munger, 2016; Larsen et al., 1985; Levin et al., 2005b; Mohammadzamani et al., 2024; 

Ruprecht, 2020; Soldan & Lieberman, 2023). En los últimos dos años, los hallazgos cobraorn mayor 

relevancia, impulsados principalmente por dos investigaciones clave: una que estableció una relación 

causal entre el EBV y la EM y otra que identificó un posible mecanismo para dicha asociación. En el 

primer estudio, Bjornevik y col., llevaron a cabo un análisis longitudinal durante 20 años, donde 

demostraron que los individuos EBV positivos tenían mayor probabilidad de desarrollar EM, mientras 

que el riesgo no aumentaba con la infección de otros virus que se transmitían a través de la misma vía, 

como el CMV (Bjornevik et al., 2022a). Por su parte, el trabajo realizado por Lanz y col., demostró un 

mecanismo de mímica molecular entre el antígeno EBNA1 y la molécula de adhesión GlialCAM (Lanz 

et al., 2022), este descubrimiento proveería el enlace de asociación entre la EM y el EBV. Más allá de 

la clara evidencia que relaciona al EBV con la EM, el principal desafío radica en demostrar que un virus 

ubicuo como el EBV, que infecta a más del 90 % de la población mundial y que en una amplia mayoría 

de los casos produce produce una infección benigna inicial y luego permanece de por vida en forma 

latente, a su vez, posee la capacidad de actuar como un agente desencadenante, o un factor de riesgo, en 

el desarrollo de una enfermedad autoinmune como la esclerosis múltiple. Por lo antes expuesto, resulta 

de sumo interés determinar los mecanismos específicos a través de los cuales el EBV contribuye al 

desarrollo de la EM. En este estudio prospectivo, realizado entre los años 2018 y 2023, se analizó la 

serología, carga viral del EBV y se caracterizaron las variantes de la secuencia de la región promotora 

y codificante del gen BCRF1 que codifica para el antígeno vIL10 y de la región 3́ terminal del gen 

BYRF1 que codifica para el antígeno viral EBNA2, tanto en pacientes con esclerosis múltiple como en 

controles sanos en nuestra región geográfica. En paralelo, dado que los linfocitos B de memoria son el 

principal reservorio del virus en estado de latencia y que el EBV tiene la capacidad de transformar dichas 

células (Mrozek-Gorska et al., 2019b), y a su vez teniendo en cuenta que los linfocitos B representan 

una de las principales células efectoras en la patogénesis de la EM, en este trabajo de tesis se estudiaron 

los cambios transcripcionales asociados a la infección del EBV en linfocitos B de pacientes con EM. 

Finalmente, y a partir de los resultados obtenidos, se realizaron estudios in vitro a fin de determinar el 

efecto de la modulación transcripcional observada. De esta manera, este trabajo tuvo como objetivo 

general, expandir el conocimiento acerca del papel del EBV en la patogénesis de la esclerosis múltiple.  
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Teniendo en cuenta la evidencia seroepidemiológica disponible hasta la fecha en la literatura 

especializada, que vincula al EBV con la EM y que sugiere una mayor frecuencia de anticuerpos anti-

EBV en pacientes en comparación con los controles, en un primer paso se evaluó el porcentaje de 

individuos seropositivos dentro de la cohorte de estudio. En nuestro trabajo el 100 % de los pacientes 

con EM y el 100 % de los individuos del grupo control presentaron anticuerpos anti-VCA y/o anti-

EBNA1, y ninguno fue negativo para ambos antígenos. Esta observación resultó diferente a lo 

previamente reportado en otras regiones geográficas, principalmente en países desarrollados, donde se 

determinó que la prevalencia de la infección por el EBV en pacientes con EM es mayor que en los 

controles. Según distintos estudios y un meta-análisis realizado en 2013 por Almohmeed y col., entre el 

98 y 100 % de los pacientes con EM fueron seropositivos para el EBV, mientras que sólo el 94 % de los 

controles lo fueron (Almohmeed et al., 2013; Dobson et al., 2017; Goodin, 2009; Pakpoor et al., 2013, 

Ascherio & Munger, 2007; Bjornevik et al., 2022a).  

 

Una posible explicación de esta disparidad de resultados podría ser que la edad de contagio con EBV en 

países en vías de desarrollo como Argentina, es a una muy temprana edad, debido principalmente al 

hacinamiento en las viviendas de las poblaciones más vulnerables, lo que resulta en un contacto cercano 

entre los infantes y el intercambio de secreciones orales al compartir biberones, utensilios y juguetes. 

Aproximadamente el 90 % de la población argentina presenta serología positiva para EBV a los 3 años 

(Chabay et al., 2016). Coincidente con lo que, visto en Argentina, en países asiáticos como Taiwán, 

China y Tailandia, la seroprevalencia es del 90 % a temprana edad, entre los 7 y 8 años (Winter et al., 

2020.; Ye et al., 2023). Por su parte, según los estudios realizados en Europa y Norteamérica, la 

seroprevalencia para el EBV aumenta en la adolescencia o adultez temprana y alcanza el 90 % a los 22 

años (Dowd et al., 2013; Fourcade et al., 2017; Kuri et al., 2020). Cabe aclarar, que, en los trabajos 

mencionados previamente y realizados en países desarrollados, las poblaciones son heterogéneas en 

edad y por lo tanto es comparable. Por su parte, en el metaanálisis publicado por Almohemeed y col, se 

incluyeron 7 estudios pediátricos y 32 estudios con adultos (Almohmeed et al., 2013b). En el trabajo 

publicado por Bjornevik y col., donde siguió una cohorte de dadores sanos durante 20 años, con el fin 

de determinar el momento del inicio de la EM y si este se relacionaba con la infección por el EBV, el 

40 % de la cohorte en estudio tenía menos de 26 años y la mayor proporción de individuos tenía entre 

15 a 20 años al inicio del estudio (Bjornevik et al., 2022a).  

 

Una hipótesis alternativa para las diferencias observadas previamente mencionadas podría ser que la 

seroprevalencia de una infección depende de la sensibilidad y especificidad de los métodos aplicados 

para la detección del virus. Idealmente cuando se detecta un individuo seronegativo para el EBV se 

recomienda realizar la detección utilizando otra técnica independiente de forma tal de corroborar el 

resultado, por ejemplo, combinar las técnicas de ELISA e inmunofluorescencia (Abrahamyan et al., 

2020; Pakpoor, Disanto, et al., 2013b). Por otro lado, se recomienda ampliamente, determinar por 
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ELISA más de una serología anti-EBV, debido a que se reportaron diferencias en la seropositividad al 

detectar un único anticuerpo vs detectando 2 o más anticuerpos (Dobson et al., 2017; Kuhle et al., 2015). 

Esto se debería a que aproximadamente el 6 % de los individuos no desarrollan anticuerpos anti-EBNA1, 

mientras que los anticuerpos anti-VCA son mayormente detectables en individuos con infecciones 

pasadas (Ruprecht, 2020). En consecuencia, cuando sólo se utilizó un método de detección o contra un 

sólo antígeno viral, como en el estudio reportado por Ingram y col, el resultado de seropositividad podría 

estar sesgado por la presencia de resultados falsos negativos (Ingram et al., 2010).  

Siendo que la evidencia actual que relaciona a la EM y el EBV está soportada principalmente en el 

mayor título de anticuerpos específicos anti-EBV en pacientes comparado con los individuos del grupo 

control (Bar-Or et al., 2020), se comparó el título de anticuerpos de los individuos de la cohorte en 

estudio. En forma consistente con lo reportado en otras regiones geográficas, principalmente en Europa 

y América del Norte (Ascherio et al., 2001; Bjornevik et al., 2022b; Comabella et al., 2024; Lünemann 

et al., 2010; K. Munger et al., 2011; Ruprecht et al., 2014), en la cohorte estudiada en este trabajo de 

Tesis también se observaron títulos significativamente mayores de anticuerpos de tipo IgG anti-VCA y 

anti-EBNA1 en pacientes con EM. Si bien el resultado fue esperable y confirmó lo reportado en otras 

regiones, cabe resaltar que, a nuestro mejor entender, es el primer estudio de casos y controles que 

estudia la relación de la patología con el título de anticuerpos en nuestro país. Si bien al día de la fecha 

no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual los individuos con EM presentan mayores títulos 

de anticuerpos anti-EBV, es válido suponer que presentan algún tipo de alteración en el montaje de la 

respuesta inmune frente al virus (Vietzen et al., 2023). En este sentido, Läderach y Münz postularon que 

la predisposición genética y los factores ambientales podrían impedir el eficiente control inmunológico 

de las células B infectadas con EBV y a su vez, impulsar la estimulación de las células T autoinmunes 

así como también la inflamación del SNC (Läderach & Münz, 2022). Por su parte, y en línea con dicha 

postura, otros trabajos previos reportaron una respuesta celular alterada con una alta frecuencia de 

linfocitos T CD4+ específicos contra EBNA1 y linfocitos T CD8+ específicos contra EBNA1 secretores 

de INFɔ, comparada con individuos controles o con otras enfermedades neurol·gicas (Angelini et al., 

2013; Jilek et al., 2008; Lünemann et al., 2006).  

 

 

En forma similar a lo que se describió para otras enfermedades autoinmunes, la esclerosis múltiple 

presenta una mayor incidencia en mujeres, con una relación de 3:1 según datos de estudios previos (Gold 

et al., 2019; Jackson & Short, 2018; Ysrraelit & Correale, 2019). En línea con esta apreciación, otros 

estudios sugirieron que el aumento en la incidencia podría deberse principalmente al efecto de las 

hormonas gonadales, entre otras diferencias genéticas devenidas de los cromosomas sexuales (Coyle, 

2021; Harbo et al., 2013; R. R. Voskuhl et al., 2020). Atendiendo al mencionado interrogante, se 

evaluaron las posibles diferencias en el título de anticuerpos IgG anti-VCA y anti-EBNA1 en nuestra 

cohorte de pacientes y controles de sexo cromosómico hombre y mujer. En ninguno de los casos 
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(anticuerpos anti-VCA y anti-EBNA1) se observaron diferencias significativas entre el grupo de 

pacientes con EM respecto de los casos control, independientemente del sexo cromosómico de los 

individuos. Por el contrario, se realizaron trabajos en Asia donde se reportaron diferencias significativas 

entre los grupos evaluados (hombres vs mujeres) (Al -Temaimi et al., 2015; Mouhieddine et al., 2015). 

Respecto a los anticuerpos anti-VCA, un trabajo reportó que en el Líbano las mujeres con EM presentan 

mayores títulos de anticuerpos IgG anti-VCA comparado con los hombres con EM (Mouhieddine et al., 

2015). Por su parte, en cuanto a los anticuerpos anti-EBNA1, un reporte de Kuwait demostró que las 

mujeres con EM presentaban menores títulos de anticuerpos IgG anti-EBNA1 respecto de los hombres 

(Al -Temaimi et al., 2015). Por otro lado, en estudios realizados en Estados Unidos y Alemania, donde 

se evaluó la serología para EBV en cohortes de individuos sanos, se determinó que las mujeres 

presentaron mayores títulos de anticuerpos anti-VCA comparado con los hombres durante la infancia y 

la adolescencia (Ford & Stowe, 2013; Jackson & Short, 2018). Inclusive, dicha diferencia persiste 

durante la adultez, donde las mujeres EBV seropositivas tienen mayores títulos de anticuerpos anti-EBV 

comparado con los hombres EBV seropositivos (H. J. Wagner et al., 1994). Contrario a lo previamente 

publicado y concordante con nuestros resultados, en un estudio longitudinal llevado a cabo en España 

durante 2 años, se determinó que no hay diferencias significativas en los títulos de anticuerpos IgG anti-

VCA ni anti-EBNA1 entre individuos de sexo cromosómico hombre y mujer (Domínguez-Mozo et al., 

2022). La disparidad de los resultados podría explicarse con la teoría de que los estrógenos promueven 

una respuesta inmune humoral más eficiente, comparado con el rol inmunosupresor de los andrógenos 

(Angeloni et al., 2021; R. Voskuhl, 2011). Si bien este enfoque excede el alcance del presente trabajo 

de Tesis, resultaría de interés estudiar en un futuro el impacto de las hormonas sexuales sobre la 

respuesta inmune frente al EBV en casos y controles de nuestra región geográfica.  

 

La EM es una afección que se caracteriza por la heterogeneidad de los síntomas desarrollados y el curso 

de la enfermedad, que se divide en 4 fenotipos dependiendo de la manifestación clínica del paciente: 

Síndrome desmielinizante aislado (SDA), Esclerosis múltiple remitente-recurrente (EMRR), Esclerosis 

múltiple primaria progresiva (EMPP) y Esclerosis múltiple secundaria progresiva (EMSP) (Engelhardt 

et al., 2022). SDA se refiere al primer episodio de inflamación desmielinizante en el SNC que podría 

convertirse en EM si progresa la actividad. RR es el tipo de EM más común que se caracteriza por la 

desmejora de la función neurológica que es acompañado por nuevos síntomas o el empeoramiento de 

los síntomas ya existentes, que luego se recupera de forma total o parcial sin aparente progresión de la 

enfermedad. PP y SP son las formas progresivas de la enfermedad, PP es la desmejora constante de la 

función neurológica desde el inicio de los síntomas sin recaídas ni remisiones iniciales y SP comienza 

con un cuadro de remisiones y recaídas, que luego se convierte en una desmejora progresiva (Klineova 

& Lublin, 2018). Las características y los mecanismos patogénicos y la respuesta terapéutica de los 

pacientes a los distintos tratamientos demuestran que la neuro e inmunopatología de la enfermedad es 

muy distinta según la forma clínica manifestada (Lassmann, 2018b; Thompson, Banwell, et al., 2018). 
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Teniendo en cuenta las diferencias mencionadas entre los distintos subgrupos, resultó de interés evaluar 

posibles diferencias en el título de los anticuerpos ensayados en los 4 grupos en nuestros pacientes. En 

este trabajo de Tesis, no se detectaron diferencias significativas en el título de ninguno de los anticuerpos 

evaluados según la forma clínica manifestada. En línea con los resultados obtenidos, otros trabajos 

tampoco reportaron diferencias significativas en cohortes de Asia (Emiratos Árabes y Jordania), entre 

los pacientes con RR y los SDA en la detección de anti-VCA ni anti-EBNA1 (Gieß et al., 2017a). En 

concordancia con estos resultados, otros grupos tanto de Europa como Asia tampoco observaron 

diferencias en la detección de anticuerpos anti-VCA ni anti-EBNA1 entre los subgrupos RR, SP y PP 

(Ingram et al., 2010; Kofahi et al., 2020). Sin embargo, contrario a estos resultados, otros autores 

reportaron que la respuesta serológica frente al EBV es distinta entre los distintos subgrupos clínicos. 

Farrell y col, observaron que los pacientes con RR poseían mayores títulos de anticuerpos anti-EBNA1 

comparado con los pacientes con las formas clínicas PP o SDA. Y a su vez, describió que los pacientes 

PP presentaron diferencias significativas en el título de anticuerpos anti-VCA comparado con los SDA 

(R. A. Farrell et al., 2009). Por su parte, el grupo de Laribi y col. describió un aumento en el título de 

anticuerpos anti-EBNA1 en pacientes SP comparado con los demás tipos de EM, mientras que el grupo 

RR presentó mayor título de anticuerpos anti-VCA comparado con los PP y SP (Laribi et al., 2018). 

Cabe mencionar que sí bien en este trabajo de Tesis no se detectaron diferencias significativas en el 

título de anticuerpos entre los grupos estudiados, no es pertinente descartar la posibilidad de que los 

pacientes posean distinta respuesta serológica al EBV, dado que la falta de diferencias podría deberse al 

bajo número de pacientes que presentaron las formas progresivas (PP y SP) de la enfermedad. En 

consecuencia, sería de interés aumentar la cantidad de pacientes con las formas clínicas progresivas para 

confirmar o refutar esta observación.  

 

Si bien actualmente no existe una cura definitiva para la EM, existen distintos tratamientos que reducen 

el número y la severidad de las recaídas, así como también pueden retrasar la progresión de la 

discapacidad a largo plazo. Muchos de estos tratamientos podrían interferir con la infección del EBV, 

por ejemplo: 1) el Interferón beta posee actividad antiviral, 2) la teriflunomida inhibe la replicación lítica 

del EBV, 3) el acetato de glatiramer, fingolimod y natalizumab alteran la composición de linfocitos B, 

4) Compuestos como el Rituximab, ocrelizumab y ofatumumab eliminan los linfocitos B CD20 

positivos (Dyer et al., 2023; Y. Guan et al., 2019). Teniendo en cuenta lo previamente mencionado, se 

estudió y comparó el título de anticuerpos según el tratamiento recibido por cada paciente, para dicho 

fin se clasificaron los distintos tratamientos en tratamientos de primera o de segunda línea. Si bien no 

se detectaron diferencias significativas entre los títulos de anticuerpos anti-VCA y el tipo de tratamiento 

recibido, sí se observó una diferencia significativa en el título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 entre el 

grupo de pacientes bajo tratamientos de segunda línea (Fingolimod y Natalizumab) y los pacientes sin 

tratamiento. Contrariamente, estudios previos describieron que los títulos de anticuerpos anti-VCA y 

anti-EBNA1 no variaron entre los pacientes sin tratamiento versus pacientes tratados con Natalizumab, 
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Interferón beta o acetato de glatiramer, lo cual sugiere que dichos tratamientos no afectan la respuesta 

humoral frente al EBV (Castellazzi et al., 2015; Domínguez-Mozo et al., 2022; Raffel et al., 2014). A 

su vez, otro estudio poblacional realizado en Irak desestimó la relación entre el título de anticuerpos IgG 

anti-EBNA1 y los tratamientos tanto de primera como de segunda línea, al no determinar diferencias 

significativas en los títulos de dichos anticuerpos entre los pacientes bajo tratamiento y los pacientes sin 

tratamiento (Al -Obaidi et al., 2022). Sin embargo, un estudio longitudinal de 12 meses, en el cual se 

compararon pacientes con EM (que comenzaron sin tratamiento y luego fueron tratados con 

teriflunomida) con controles sanos, demostró que el título de anticuerpos anti-VCA y anti-EBNA1 

disminuyó significativamente en los pacientes bajo tratamiento, mientras que el título de estos 

anticuerpos anti-EBV se mantuvo constante en los casos control (Zivadinov et al., 2019). Por su parte, 

un estudio realizado por Persson Berg y col., demostró que los tratamientos de segunda línea como el 

Natalizumab reducen de forma moderada el título de anticuerpos anti-EBV en suero (Persson Berg et al., 

2022). Considerando que en el presente trabajo sólo se incluyó un paciente bajo tratamiento con 

Teriflunomida, no se descarta la posibilidad del efecto de dicho tratamiento sobre la respuesta humoral 

dirigida al virus EBV. Los resultados en este apartado sugieren que mientras el paciente reciba 

tratamiento de segunda línea, es posible que no ocurra la reactivación del virus EBV o que ocurra de 

forma menos frecuente, conduciendo a una disminución del título de anticuerpos anti-EBNA1.  

 

Otro de los factores que influencian el curso de la EM es la edad; en este contexto un estudio que 

involucró pacientes con más de 65 años demostró que estos poseen mayor predisposición a desarrollar 

las formas progresivas de la enfermedad (PP o SP) comparado con los individuos jóvenes, quienes 

suelen desarrollar en su mayoría la forma RR (Capasso et al., 2023; Sanai et al., 2016). Con el fin de 

evaluar el efecto de la edad sobre el título de anticuerpos anti-EBV, se realizaron correlaciones entre 

dichas variables. Como resultado, no se observó una correlación significativa entre las variables 

evaluadas en el grupo de pacientes, así como tampoco en el grupo control. Teniendo en cuenta que el 

envejecimiento está relacionado con el deterioro de la capacidad de montar una respuesta inmunitaria 

adecuada, así como también se relaciona con altos niveles de mediadores proinflamatorios (Macaron 

et al., 2023), hubiese sido esperable observar diferencias significativas en las correlaciones evaluadas. 

En un trabajo publicado previamente, el título de anticuerpos anti-VCA correlacionó en forma positiva 

con la edad de pacientes con EM sin tratamiento y controles sanos (a mayor edad, mayor título de anti-

VCA); sin embargo, en el mismo trabajo no se detectó una correlación significativa con la edad y el 

título de anticuerpos anti-EBNA1 en los mismos individuos (Domínguez-Mozo et al., 2022). Un estudio 

realizado por Mouhieddine y col., también reportó una correlación positiva y significativa entre 

pacientes con EM (bajo distintos tratamientos) y el título de anticuerpos anti-VCA. De forma similar a 

lo descripto para el estudio de Domínguez-Mozo, en este trabajo no se determinaron correlaciones 

significativas referidas a la respuesta serológica contra EBNA1 (Mouhieddine et al., 2015). Por el 

contrario, Mescheriakova y col, determinaron que el título de anticuerpos IgG-EBNA1 correlacionó en 
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forma negativa con la edad, demostrando que los pacientes jóvenes con EM presentaron mayores títulos 

de anticuerpos que los pacientes de edad avanzada con EM (Mescheriakova et al., 2020). En este estudio, 

Mescheriakova y col. atribuyen esta diferencia al fenómeno de la inmunosenescencia, donde los 

individuos de mayor edad presentarían una respuesta inmunitaria alterada. Según la bibliografía 

disponible, las discrepancias respecto de los resultados obtenidos en los distintos estudios podrían 

deberse a la edad de la primoinfección con el EBV y también podría depender del momento de 

reactivación del virus, algo que puede ser modulado por las terapias inmunosupresoras (Salzer et al., 

2014; Thomasini et al., 2017). En la cohorte en estudio en esta tesis, la edad de los pacientes con EM 

no resultó ser un factor modulador del título de anticuerpos anti-EBV, probablemente debido a que la 

edad media de los individuos enrolados fue de 45 años, por lo cual la cohorte enrolada en este estudio 

no constituye una población con predominio de adultos mayores.  

 

En cuanto al estudio de otros factores ambientales descriptos como asociados al desarrollo de la 

esclerosis múltiple, fue posible obtener datos sobre el hábito tabáquico y el IMC de la cohorte de 

pacientes y controles que recibieron atención en el centro neurológico Fleni. En primera instancia, el 

análisis del título de anticuerpos anti-VCA y anti-EBNA1 demostró que, si bien existió una tendencia a 

un mayor título de ambos anticuerpos en la población de pacientes fumadores comparado con los 

controles fumadores, dicha diferencia no fue significativa. Dos estudios previos realizados por Hedström 

y col. y Simon y col., reportaron una asociación entre los títulos de anticuerpos anti-EBNA1 y el hábito 

tabáquico, determinando que los individuos fumadores con altos títulos de anticuerpos tuvieron un 

mayor riesgo de desarrollar EM. En ambos estudios los autores tuvieron en cuenta el hábito tabáquico 

al momento en que se realizó el diagnóstico de la enfermedad  (Hedström, Huang, et al., 2020; Simon 

et al., 2010). Por su parte, en otros estudios los autores tuvieron en cuenta el historial del hábito 

tabáquico previo al desarrollo de la enfermedad; en este contexto, los mencionados trabajos 

desestimaron la relación entre dichos factores (Simon et al., 2015; Sundqvist et al., 2012). Un tercer 

diseño de este tipo de estudio fue el realizado por Manouchehrinia y col., en el cual cuantificaron el 

número de cigarrillos consumidos diariamente por 6,2 (± 9,1) años desde el diagnóstico inicial de la EM 

(Manouchehrinia et al., 2022b). La disparidad de diseños respecto de este interrogante dificulta la 

comparación de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis con resultados previos. En paralelo, se 

determinó que aquellos individuos (sanos o con otras patologías asociadas al EBV) con hábito tabáquico 

poseen títulos elevados de anticuerpos anti-EBV y/o elevada carga viral en saliva respecto de individuos 

no fumadores (Chan et al., 2018; He et al., 2018, 2019; Nielsen et al., 2007). En concordancia con los 

mencionados trabajos, otros estudios poblacionales, así como también un análisis in vitro donde se 

usaron líneas celulares expuestas a extracto de cigarrillos, reportaron que el hábito tabáquico induciría 

la activación persistente del EBV (W.-L. Hsu et al., 2020; Hu et al., 2019; Xu et al., 2012). Teniendo en 

cuenta dicha información, sería interesante determinar si hay una interacción aditiva o sinérgica entre 

estos factores o si actúan de forma independiente. En resumen, el diseño extremadamente variable de 
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los estudios disponibles en la literatura especializada, así como la variación en el tamaño de las cohortes 

estudiadas y el análisis estadístico implementado, sumado a la falta de resultados significativos en 

nuestro estudio, probablemente debido al bajo número de pacientes enrolados, nos imposibilitó de 

elaborar una mayor conclusión respecto de la variabilidad en el título de anticuerpos anti-EBV y el 

hábito tabáquico. 

Por otro lado, en este trabajo de Tesis se determinó que los pacientes con EM presentaron un menor 

índice de masa corporal (IMC) comparado con los individuos del grupo control. En línea con estos 

resultados, se reportó en distintas cohortes de pacientes y controles de Europa particularmente en Grecia, 

Eslovaquia y Holanda que tanto hombres como mujeres con EM poseían un IMC menor comparado con 

los controles (Dardiotis et al., 2019; Keményová et al., 2015; Nortvedt et al., 2005). Sin embargo, otros 

autores describieron que los pacientes con EM presentaron un mayor IMC que los controles (Bhargava 

et al., 2016; Klaren et al., 2016). Con el objetivo de determinar si existía una correlación entre dos 

factores ambientales (sobrepeso/obesidad y EBV) se analizó el título de anticuerpos anti-EBV en la 

cohorte teniendo en cuenta su IMC. En primera instancia, observamos que al comparar la población 

(considerando hombres y mujeres) con EM y sobrepeso/obesidad respecto del grupo control con 

sobrepeso/obesidad, los pacientes con EM presentaron mayor título de anticuerpos anti-EBNA1; sin 

embargo, los pacientes con EM no presentaron diferencias significativas respecto al título de anticuerpos 

anti-VCA. Por su parte, y dado que los hombres poseen un mayor IMC que las mujeres, se decidió 

separar la población según su sexo. Los hombres con EM y sobrepeso/obesidad presentaron mayores 

títulos de anticuerpos anti-VCA comparado con los controles masculinos con sobrepeso/obesidad; sin 

embargo, no se detectaron diferencias significativas en el título de anticuerpos anti-EBNA1 entre los 

mismos hombres. La pérdida de la significancia estadística en este caso podría deberse principalmente 

a la disminución del número de individuos de la cohorte evaluada al separar los grupos según su género. 

Por su parte, en cuanto a las mujeres no se determinaron diferencias significativas entre los grupos: 

mujeres con EM y sobrepeso/obesidad vs mujeres control con sobrepeso/obesidad, lo cual podría 

deberse a que en nuestra población en estudio se enrolaron pocas mujeres con sobrepeso. De forma 

similar, no se observaron diferencias significativas al comparar los títulos de anticuerpos entre los 

pacientes con EM y el grupo control, según sexo en los individuos con peso normal y delgadez. Con 

respecto a la asociación entre el sobrepeso/obesidad y el título de anticuerpos anti-EBNA1, hay 

evidencia contradictoria, por un lado algunos desestiman relación alguna entre los títulos de anticuerpos 

y el IMC (Jansen et al., 2016; Winter et al., 2020), mientras que otros describen una asociación positiva 

fundamentalmente en cohortes de pacientes jóvenes de entre 18-20 años y de ambos sexos (Hagman 

et al., 2025; Hedström, 2023; Hedström, Brenner, et al., 2020; Hedström et al., 2015; Mohammadi et al., 

2024; K. L. Munger et al., 2009). Cabe resaltar que, en este trabajo de Tesis, los datos obtenidos acerca 

del IMC fueron del estado de los pacientes y controles al momento del enrolamiento y que los individuos 

de la cohorte en estudio en este trabajo presentaron una edad media de 43-45 años. Sin embargo, según 

la bibliografía consultada el título de anticuerpos anti-EBNA1 incrementa entre unos 15 a 20 años antes 
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de desarrollar EM y luego se mantienen constantes a lo largo de la vida de los individuos (DeLorenze 

et al., 2006). Por lo cual, si bien no podemos confirmar dicha aseveración si podríamos asumir que el 

título de anticuerpos de los individuos enrolados en este trabajo se mantiene desde hace 15-20 años; si 

este fuere el caso coincidiría con la bibliografía.   

En resumen, si bien no se conoce el mecanismo a través del cual el sobrepeso/obesidad y el título de 

anticuerpos anti-EBV podrían estar interaccionando, se hipotetiza que la obesidad resulta en un estado 

de inmunodeficiencia en el cual hay una desregulación de la producción de citoquinas y una alteración 

en la presentación antigénica, que podrían generar que los individuos con obesidad sean más 

susceptibles a la infección con agentes como el EBV (Karlsson & Beck, 2010; Mohammadi et al., 2024). 

Finalmente, y por lo previamente expuesto, resulta de sumo interés determinar el efecto verdadero de 

los dos factores ambientales analizados en esta sección (hábito tabáquico e IMC) debido a que ambos 

factores de riesgo son modificables mediante cambios en el estilo de vida, ya sea abandonar el hábito 

tabáquico o bien llevar adelante una dieta saludable y realizar ejercicio que permita tener un peso sano. 

De esta forma se podría evitar el progreso de la enfermedad o el empeoramiento de los síntomas y 

mejorar la calidad de vida de los pacientes con EM.      

 

 

La EM es una enfermedad neurodegenerativa, que se caracteriza por inflamación, pérdida axonal y 

desmielinización. A su vez, la atrofia cerebral es considerada como una de las características de la EM, 

principalmente en las etapas tempranas de la enfermedad. Si bien el proceso fisiológico del 

envejecimiento es acompañado por la atrofia del cerebro, distintos estudios describieron que la 

mencionada atrofia cerebral ocurre alrededor de 10 veces más rápido en los pacientes con EM en 

comparación con individuos sanos (Giovannoni et al., 2016; Nijeholt, 2005). Los cambios en el volumen 

del cerebro son predictores del daño neurológico de los pacientes y está correlacionado con la progresión 

de la discapacidad (Fragoso et al., 2017; Sämann et al., 2012). A su vez, se observó la presencia del 

virus EBV en el SNC de pacientes con EM; más precisamente, se describió la formación de folículos de 

linfocitos B (principal reservorio de EBV) en meninges y lesiones cerebrales, que son áreas donde se 

produce la pérdida de la mielina o el proceso de desmielinización (Hassani et al., 2018; Magliozzi et al., 

2013, 2013). Más aún, en diversos estudios anteriores se hipotetizó que dichos folículos podrían estar 

asociados a la desmielinización, atrofia cortical y un incremento en la activación de la microglía que, a 

su vez podría conducir al daño en la sustancia gris (S. R. Choi et al., 2012; Howell et al., 2011, 2015). 

En base a dicha evidencia, fue de interés en este trabajo conocer la implicancia del EBV en los cambios 

en el volumen cerebral de pacientes con EM. En el presente trabajo de Tesis, no se observaron 

correlaciones significativas entre el volumen de las lesiones, el volumen total de cerebro ni el volumen 

de tálamo con los títulos de anticuerpos evaluados, una vez que los últimos fueron ajustados por edad, 

tratamiento y género de los individuos. La ausencia de correlación entre los parámetros evaluados podría 

deberse principalmente al bajo número de individuos enrolados, pero también por el tipo de EM que 
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presentan los pacientes enrolados, que en su mayoría eran EMRR. El hecho de no obtener un resultado 

similar a los estudios antes descriptos no resultó llamativo, dado que otros estudios, en particular los 

publicados por Zivadinov y col. han obtenido resultados contradictorios a lo largo de los años. Mientras 

que en una publicación reportaron no haber observado asociación entre los anticuerpos anti-EBV y el 

volumen total de cerebro, en otro trabajo describieron la correlación entre dichas variables (Zivadinov 

et al., 2014, 2016b). Sin embargo, en estos mismos estudios, los autores determinaron de manera 

consistente correlaciones entre el título de anticuerpos anti-EBV (VCA y EBNA1), volumen y número 

de lesiones y también con la atrofia talámica (Zivadinov et al., 2014, 2016b). Una de las diferencias 

entre el análisis de datos de este grupo y el realizado en esta Tesis, radica en que Zivadinov y col. 

agruparon el título de anticuerpos en cuartiles y, de esa forma, sólo describieron la correlación entre el 

título de anticuerpos anti-EBV y el volumen de atrofia en aquellos individuos del cuartil más alto. En 

este sentido, los autores cuantificaron el volumen de las lesiones bajo el diseño experimental de un 

estudio longitudinal y cuantificaron la cantidad y volumen de las lesiones al inicio del estudio y 

nuevamente a los 5 años, contemplando a su vez la acumulación de lesiones nuevas. A su vez, Farrel y 

col, describieron una correlación entre el título de anticuerpos IgG anti-EBNA1 y el número y el 

volumen de las lesiones (R. A. Farrell et al., 2009). Por su parte, y de acuerdo con los resultados aquí 

obtenidos, otros estudios longitudinales tampoco demostraron una correlación entre el título de 

anticuerpos anti-VCA ni anti-EBNA1 y el número o volumen de las lesiones (Gieß et al., 2017a; K. L. 

Munger et al., 2015).  

Con respecto a la fracción de parénquima cerebral, en este trabajo de tesis se correlacionó negativamente 

con el título de anticuerpos anti-VCA, lo cual indica que mientras mayor es el título de anticuerpos anti-

VCA, menor es la fracción del parénquima cerebral y por lo tanto menor es el volumen del cerebro. 

Coincidente con dicho resultado, Zivadinov y col., también describieron una correlación de magnitud 

negativa entre ambas variables (Zivadinov et al., 2009). Si bien un número de estudios publicados hasta 

el día de la fecha describieron una correlación entre el título de anticuerpos anti-EBV en suero y 

marcadores de actividad de la enfermedad detectados por resonancia magnética, dichos resultados no 

son consistentes entre todos los estudios. Algunas de las razones que podrían explicar dichas diferencias, 

podrían ser inherentes a las diferentes cohortes estudiadas en cada trabajo, en particular lo referente al 

tipo de EM y el tratamiento recibido por los individuos. La inclusión de pacientes con SDA (individuos 

que todavía no fueron diagnosticados con EM definitiva) o individuos con las formas progresivas de la 

enfermedad (PP o SP) que presentan mayores niveles de atrofia que los EMRR, podría contribuir a una 

falsa asociación positiva entre los niveles de anticuerpos anti-EBV y los parámetros de actividad de la 

enfermedad de la EM (Pichler et al., 2016). Al mismo tiempo, los diferentes tratamientos no solo 

controlan los procesos inflamatorios, sino que también detienen la progresión de la atrofia y la 

neurodegeneración (Andravizou et al., 2019; Luessi et al., 2012). Previamente, se publicaron estudios 

consistentes acerca de la eficiencia de distintos tratamientos para reducir la atrofia; por ejemplo, el 

Fingolimod (Calabresi et al., 2014; Cohen et al., 2010) y el dimetilfumarato (Dupuy et al., 2016; 

https://www.zotero.org/google-docs/?XRwfEQ
https://www.zotero.org/google-docs/?XRwfEQ
https://www.zotero.org/google-docs/?CsPxk4
https://www.zotero.org/google-docs/?UzI6le
https://www.zotero.org/google-docs/?X6MFBv
https://www.zotero.org/google-docs/?W05psK
https://www.zotero.org/google-docs/?W05psK
https://www.zotero.org/google-docs/?7OTbD3
https://www.zotero.org/google-docs/?DBtROm
https://www.zotero.org/google-docs/?kxzhhU
https://www.zotero.org/google-docs/?IolCxR
https://www.zotero.org/google-docs/?2Xyby0


Discusión 

 128  
 

  

Nakamura et al., 2022). En consecuencia, en el presente trabajo no se descarta la posibilidad de que el 

EBV esté implicado en los mecanismos mediante los cuales se produce atrofia en la fracción de 

parénquima; sin embargo, a fin de resolver este interrogante hay que tener en cuenta que las medidas de 

atrofia cerebral son influenciadas por varios factores tanto biológicos como técnicos. Como factores 

biológicos se incluyen inflamación, edad, hábitos, carga genética; mientras que como factores técnicos 

se pueden mencionar la calidad de adquisición de las imágenes y los softwares utilizados para realizar 

los análisis (ChyliŒska et al., 2023; Rojas et al., 2016). Por lo tanto, sería necesario tener en cuenta todos 

estos factores y llevar a cabo un estudio epidemiológico, longitudinal y con un mayor número de 

individuos que permitan realizar una interpretación certera. La presencia del EBV en el cerebro, tal 

como fue descripto por Hassani y col y Moreno y col., podría representar un desafío continuo al sistema 

inmunitario mediante diversos eventos de reactivación, durante los cuales la proliferación de linfocitos 

B induciría la activación de células T autorreactivas (Hassani et al., 2018; Moreno et al., 2018). Dichos 

eventos podrían ser los causantes de la producción de citoquinas proinflamatorias con la consecuente 

inflamación en las lesiones activas de los pacientes con EM y la muerte celular de distintas células en el 

cerebro (Guan et al., 2019; Kvistad et al., 2014).   

 

  

Adicionalmente, a fin de comprobar que los efectos observados a nivel de serología eran debidos 

exclusivamente al EBV, en este trabajo se estudiaron los títulos de anticuerpos para otros herpesvirus 

estrechamente relacionados con el EBV. En particular, se eligió al CMV porque es un herpesvirus, que 

puede ser transmitido a través de la saliva y es uno de los agentes etiológicos del síndrome 

mononucleósico. A su vez, se seleccionó al virus VZV, debido a que es un herpesvirus que tiene una 

alta seroprevalencia en la población, tal como ocurre con el EBV.  

Con respecto al CMV, en este trabajo no se evidenció una diferencia significativa en la seroprevalencia 

entre los pacientes con EM y los individuos del grupo de dadores sanos. Si bien hasta el momento el 

porcentaje de seropositividad del CMV en individuos con EM no fue documentado en Latinoamérica, 

según estudios realizados en la población adulta sana de México y Brasil, la seroprevalencia de CMV 

varía entre el 59,1 y el 91,3 %, dependiendo del país en estudio y del componente socio-económico de 

la población estudiada  (Alvarado-Esquivel et al., 2017; De la Tejera Hernández et al., 2015; Tiguman 

et al., 2020). En Argentina, en la región del noroeste, estudios previos documentaron una 

seroprevalencia del 80 % en la población general, mientras que, en la provincia de Tucumán en 

particular, se demostró que la seroprevalencia de CMV fue de 96,9 % (Marín et al., 2014; Salmerón & 

Barrenechea, 2021). No obstante, la información disponible acerca de la seroprevalencia del CMV en 

la población general del área metropolitana de Buenos Aires (AMBA) es escasa; en particular un estudio 

realizado en niños entre 1 y 15 años demostró que el 43,6 % de los niños del AMBA había sido infectado 

por CMV (Damilano et al., 1992). Los valores de seroprevalencia observados en este trabajo de tesis 

son similares a los determinados para el noroeste argentino; sin embargo, son menores al compararlos 
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con los valores de seroprevalencia en la Provincia de Tucumán. Como se mencionó anteriormente, las 

diferencias en las condiciones socio-económicas, de higiene y hacinamiento podrían ser la principal 

explicación para estas diferencias (Plosa et al., 2012); de hecho se han reportado variaciones del estatus 

seroepidemiológico de CMV entre países, dentro de un país (entre estados o provincias) y entre 

subpoblaciones (Cannon et al., 2010; Fowler et al., 2022; Thakolwiboon et al., 2020b). En resumen, la 

seroprevalencia de CMV sólo indica la presencia del virus en la población y al no determinarse 

diferencias entre el grupo control y los pacientes con EM en cuanto al porcentaje de individuos 

infectados, se decidió realizar el análisis cuantitativo del título de anticuerpos. En consecuencia, tras 

analizar el título de anticuerpos anti-CMV, se determinó una diferencia significativa en el título de 

anticuerpos IgG anti-CMV entre pacientes y controles, donde los pacientes con EM presentaron un 

mayor título. La evidencia sobre el rol del CMV en la EM es controversial; si bien existen estudios que 

postulan que el CMV podría actuar en forma protectiva para los pacientes con EM (Bjornevik et al., 

2022a; Grut et al., 2021), otros autores postulan una relación negativa entre la infección pasada del CMV 

y el desarrollo de la EM, donde el CMV podría conducir a la activación de linfocitos T autorreactivos 

que podrían inducir el desarrollo de una enfermedad autoinmune como la EM (Hussain et al., 2019; 

Perri et al., 2024; Sedighi et al., 2022; Zivadinov et al., 2006). Sin embargo, hay autores que realizaron 

meta-análisis exhaustivos y no lograron establecer una relación concluyente entre la infección con el 

CMV y la EM (Pakpoor, Pakpoor, et al., 2013); o concluyen que habría una asociación regional entre la 

seropositividad del EBV y que dicha asociación no sería homogénea a lo largo de los países 

(Thakolwiboon et al., 2020c). En forma más específica y relacionando el título de anticuerpos anti-

CMV, un estudio realizado por Zivadinov y col, reportó que mientras mayor era el título de anticuerpos 

anti-CMV, mayor fue la mejora en la clínica de los pacientes (Zivadinov et al., 2006b). Por el contrario, 

dos grupos de investigación reportaron que en 2 cohortes de pacientes e individuos control de Irán, un 

mayor título de anticuerpos anti-CMV en pacientes vs controles, correlacionó con un mayor riesgo de 

desarrollar EM (Hussain et al., 2019; Sedighi et al., 2022b). A su vez, al analizar los datos de los títulos 

de anticuerpos teniendo en cuenta el sexo de los individuos, no se observaron diferencias significativas 

entre el título de anticuerpos anti-CMV en pacientes y controles. En apoyo a dichos resultados, otros 

estudios en diferentes regiones geográficas tampoco detectaron diferencias en el título de anticuerpos 

anti-CMV según el sexo entre pacientes con EM y controles (Hussain et al., 2019; Najafi, Ghane, 

Poortahmasebi, et al., 2016). En cuanto a los subgrupos de casos, teniendo en cuenta el tipo de EM y 

tratamiento recibido, no se detectaron diferencias significativas en ningún caso. Este resultado coincide 

con lo publicado previamente, donde se demostró que los títulos de anticuerpos anti-CMV son 

independientes del tratamiento recibido (Najafi, Ghane, Poortahmasebi, et al., 2016). A su vez, en este 

trabajo de Tesis, se determinó una correlación positiva entre el título de anticuerpos anti-CMV y la edad, 

tanto en pacientes como en individuos del grupo control. En un estudio realizado en España, se observó 

una correlación positiva en dichas variables en pacientes con EM (Dominguez-Mozo et al., 2021); así 

como también, se determinó que el título de anticuerpos anti-CMV aumenta con la edad en individuos 
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controles (Lopo et al., 2011; Parry et al., 2016; Staras et al., 2006). Considerando que es un resultado 

observado en ambas cohortes, podríamos interpretar que, a mayor edad, mayor es la probabilidad de 

infectarse con el CMV (Alari-Pahissa et al., 2018; Perri et al., 2024). Finalmente, y con respecto a los 

diferentes factores clínicos estudiados en este trabajo de tesis, no se detectó una asociación significativa 

entre el título de anticuerpos anti-CMV y el volumen total de cerebro, el volumen de lesiones, volumen 

de tálamo ni fracción de parénquima. Por el contrario, Zivadinov y col, determinaron una asociación 

positiva entre el título de anticuerpos IgG anti-CMV y una mejor calidad de vida de los pacientes con 

EM. Según dicho estudio, pacientes con títulos de anti-CMV más altos desarrollarían EM a una mayor 

edad, tendrían mayor fracción de parénquima y menor número de lesiones (Zivadinov et al., 2006b). En 

resumen, a partir de los resultados en el presente trabajo de Tesis, no podemos confirmar ni descartar el 

rol potencial del CMV en la patogénesis de la EM. Considerando la diferencia encontrada en el título 

de anticuerpos anti-CMV entre pacientes y controles, se podría postular una relación sinérgica entre el 

EBV y el CMV, justificada principalmente por una inmunidad heteróloga que resulta en una respuesta 

inmune a una infección pasada que proporciona una optimización en la respuesta contra una infección 

diferente pero relacionada (S. Sharma & Thomas, 2014). 

 

A su vez, en el presente trabajo, se estudió la relación del virus VZV con la EM, debido a que es un 

herpesvirus que tiene una alta seroprevalencia en la población, tal como ocurre con el EBV. Se estimó 

que el porcentaje de seropositividad del virus VZV fue equivalente entre ambas cohortes: pacientes con 

EM e individuos del grupo control. En línea con dichos resultados, algunos autores reportaron que no 

existen diferencias en la seroprevalencia entre los individuos con EM y los individuos del grupo control 

(Najafi, Ghane, Yousefzadeh-Chabok, et al., 2016; Yoshimura et al., 2012). Sin embargo, otros autores 

determinaron que la seropositividad en los pacientes con EM es significativamente mayor comparada 

con los individuos control (Aramideh Khouy et al., 2019; Karampoor et al., 2017; Kofahi et al., 2020). 

Según un metaanálisis publicado por Rice y col, se determinó que existe una heterogeneidad geográfica 

para la asociación de la seropositividad del VZV y la EM. En este sentido, el estudio de Rice y 

colaboradores reportó que la seropositividad del VZV es más común en pacientes con EM comparado 

con los controles, particularmente en países asiáticos, pero no en países de Europa (Rice et al., 2021). 

Si bien la variación en la epidemiología de la infección no está clara, una posible explicación es la 

presencia de distintos componentes genéticos (circulación geográfica de alelos de HLA) y factores 

ambientales (factores climáticos, condiciones socioeconómicas y prácticas culturales) presentes en las 

distintas regiones geográficas, que parecerían jugar un rol fundamental en la exposición al VZV 

(Daulagala & Noordeen, 2018). Por su parte, en este trabajo de tesis no se detectaron diferencias 

significativas en el título de anticuerpos anti-VZV entre pacientes con EM y los individuos del grupo 

control. En forma similar, Mescheriakova y col, también desestimaron una posible diferencia entre las 

cohortes de su estudio (Mescheriakova et al., 2020). Por el contrario, y en forma similar a lo antes 

discutido para la seropositividad para VZV, en otras regiones geográficas se observó un aumento en el 
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título de anticuerpos anti-VZV en pacientes con EM comparado con los controles (Burgoon et al., 2009; 

Karampoor et al., 2017; Kofahi et al., 2020). Así como se describió para el CMV, no se observaron 

diferencias en el título de anticuerpos anti-VZV entre los individuos de las cohortes según género, edad, 

ni forma clínica manifestada. Dichos resultados son coincidentes con publicaciones de otros autores 

(Manouchehrinia et al., 2017; Mescheriakova et al., 2020). En este trabajo de tesis, la única relación 

observada entre el título de anticuerpos anti-VZV y la EM, fue que los pacientes bajo tratamientos de 

segunda línea presentaban mayores títulos de anticuerpos comparado con los pacientes sin tratamiento. 

Dicha observación no fue sorprendente, debido a que los pacientes con EM que deben someterse a 

tratamientos inmunosupresores como el Fingolimod, se realizan una prueba serológica para dosar 

anticuerpos anti-VZV y en el caso de que este resultado fuese negativo, se retrasa el inicio del 

tratamiento hasta que reciban un refuerzo de la vacuna contra la varicela (McGinley et al., 2021; 

Signoriello et al., 2020). Por su parte, Arvin y col reportaron que los pacientes con EM bajo tratamiento 

con Fingolimod, presentan mayor reactivación del virus VZV comparado con los pacientes que 

recibieron un placebo, sugiriendo que el Fingolimod podría afectar la función de los linfocitos T 

efectores cuyo rol consiste en mantener la infección viral bajo control (Arvin et al., 2015). Por lo tanto, 

podrían determinarse mayores títulos de anticuerpos anti-VZV en los pacientes bajo tratamiento 

comparado con los pacientes que aún no recibieron tratamiento. Finalmente, con respecto a las variables 

clínicas relacionadas con la EM y el título de anticuerpos anti-VZV, no se detectaron asociaciones entre 

volumen total de cerebro, volumen de lesiones, volumen de tálamo ni fracción de parénquima. Según 

mi mejor entender, y por la ausencia de bibliografía relacionada con dicha temática, no se determinaron 

correlaciones entre los volúmenes de cerebro y los títulos de anticuerpos anti-VZV. Tal como ocurre 

con el CMV los resultados hasta el momento respecto al VZV son inconclusos, si bien algunos autores 

reportaron una asociación entre el VZV y la EM (Mancuso et al., 2007; Rodríguez-Violante et al., 

2009b), otros autores han desestimado dicha asociación (Burgoon et al., 2009; Marrie & Wolfson, 

2001b). Por otro lado, vale aclarar que la mayor parte de los estudios que sustentan la asociación entre 

este virus y la patología estudian la presencia del ADN viral en células mononucleares y líquido 

cefalorraquídeo de pacientes e individuos control o hacen foco en el estadio de recaídas de los pacientes 

específicamente (Ordoñez et al., 2010; Sotelo et al., 2007b, 2014). En este trabajo, no se detectó una 

relación entre la serología del VZV y la EM, pero no se estudiaron los parámetros previamente 

mencionados, por lo tanto, no se puede descartar dicha asociación. 

 

 

Por su parte, una vez que se determinó que el título de anticuerpos IgG-EBV fue mayor en pacientes con 

EM comparado con el grupo control, fue de interés investigar que ocurría con la carga viral del EBV. 

Suponiendo que las características de la infección por el EBV son distintas entre pacientes y controles, 

se podría suponer también que la carga viral en las CMSP es mayor por una mayor actividad del virus 

que lo conduciría a un mayor número de reactivaciones.  
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En lo referente al análisis de la carga viral del EBV en las células mononucleares de sangre periférica de 

los individuos del grupo control y pacientes con esclerosis múltiple, y considerando que en un individuo 

portador sano hay 1 de cada 100.000-1.000.000 de linfocitos infectados por el EBV (Gulley & Tang, 

2008; Maurmann et al., 2003). En este trabajo, se decidió utilizar 500 ng de ADN en 5 µl de volumen. 

Siguiendo este procedimiento se determinó la carga viral en un subgrupo de 21/29 individuos del grupo 

control y 31/44 pacientes con EM. Si bien la carga viral fue detectable y comparable en el 70,5 % de los 

pacientes y 72,4 % de los controles, no se vieron diferencias significativas entre los grupos. A partir de 

los resultados obtenidos y teniendo en cuenta que los individuos de la cohorte eran infectológicamente 

sanos, podríamos inferir que la infección del EBV en los linfocitos B tanto en controles como en 

pacientes no tiene una relevancia clínica ni pronóstica. Dichos resultados son coincidentes con trabajos 

publicados previamente, donde se evaluó la carga viral en saliva, sangre entera, plasma, líquido 

cefalorraquídeo y CMSP tanto de pacientes con EM como controles, donde los autores tampoco 

observaron diferencias significativas (Cocuzza et al., 2014; Gieß et al., 2017; Lindsey et al., 2009; 

Pereira et al., 2023; H.-J. Wagner et al., 2004). Por el contrario, un trabajo publicado por Ben Fredj y 

col., sí reportó diferencias significativas, tanto en la proporción de casos con carga viral detectable como 

en los valores de la carga viral, entre pacientes con EM e individuos del grupo control; siempre con un 

mayor nivel en pacientes con EM (Ben Fredj et al., 2012). Un resultado que parecía encontrarse en línea 

con el estudio de Ben Fredj y col. fue el publicado por el grupo de Agostini y col., quienes en un primer 

estudio reportaron una mayor carga viral en paciente con EM frente a los individuos del grupo control; 

sin embargo, en un estudio posterior, en el que cambiaron el gen blanco de la qPCR, finalmente 

determinaron que no existió diferencia significativa en el valor de la carga viral entre los grupos 

estudiados (Agostini et al., 2018a, 2024). Nuevamente, estas discrepancias en los resultados reportados 

por distintos grupos de trabajo demuestran la necesidad de continuar explorando dichos interrogantes. 

Si bien la técnica de qPCR es ampliamente utilizada y brinda reproducibilidad y sensibilidad, cada 

laboratorio elabora su propio protocolo, usa equipos distintos, diseña cebadores diferentes, entre otros. 

En el caso particular del grupo de Agostini y col, la variación entre ambos trabajos mencionados y este 

trabajo de Tesis podría deberse al uso de cebadores dirigidos contra secuencias de fragmentos repetitivos 

localizados en el gen EBNA-LP, una estrategia distinta a la utilizada en este trabajo, que se basó en 

cebadores dirigidos contra el gen EBNA1, un gen de copia única. En este sentido, dependiendo del 

objetivo del trabajo se pueden seleccionar distintos genes como blancos de amplificación; si se requiere 

aumentar la sensibilidad de la qPCR se puede amplificar una región repetitiva, en cambio si se prioriza 

obtener una cuantificación precisa de la carga viral, se evitarán las zonas repetitivas y se seleccionará un 

gen de copia única (Sanosyan et al., 2017).  

Por otro lado, autores como Buljevac y col. y Ramroodi y col., aseguraron que la detección del ADN del 

EBV en pacientes con EM aumenta cuando se realiza la toma de muestras seriadas de pacientes con alta 

actividad de la enfermedad (confirmado por resonancia magnética), una recaída de la enfermedad o 

cuando la muestra utilizada es LCR, en lugar de usar saliva o CMSP  (Buljevac et al., 2005; Ramroodi 
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et al., 2013). Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, en la cohorte evaluada en Argentina se podría 

suponer que la infección productiva del EBV estaría contenida por el sistema inmunitario tanto en los 

pacientes con EM como en los controles. Si bien en este trabajo se detectaron valores bajos de carga 

viral, tanto en pacientes como en el grupo control, estos reflejarían episodios eventuales de reactivación 

viral que son controlados por el sistema inmunitario. Este razonamiento se sustenta en el hecho de que 

durante una infección lítica en el contexto de una deficiencia del sistema inmunitario, los valores de 

carga viral suelen alcanzar valores de 19.200 copias/µg de ADN, 54.960 copias/ml de plasma o 2842 

copias/100.000 linfocitos en CMSP o 103ï107 copies/mL de sangre entera, según la unidad en la que se 

exprese (S. Chakravorty et al., 2022; Gulley & Tang, 2010; Kanakry et al., 2016; Sakamoto et al., 2012).    

Adicionalmente, en el presente trabajo no se encontró una relación entre el título de anticuerpos anti-

EBV y la carga viral en los grupos evaluados (EM vs GC), una correlación que también presenta 

controversia en la literatura científica. En este sentido, la falta de correlación entre el título de anticuerpos 

anti-EBV y los valores de carga viral coincide con los resultados reportados por Agostini y col. (Agostini 

et al., 2018b, 2024); sin embargo, otros autores describieron una correlación positiva entre la carga viral 

y el título de anticuerpos anti-VCA, tanto en la cohorte de pacientes con EM como en el grupo control 

(Pender et al., 2017). Cabe mencionar que en otras patologías no relacionadas a la EM, pero en las que 

se postula al EBV cómo un potencial cofactor iniciador, cómo el linfoma de Hodgkin o el carcinoma 

nasofaríngeo, tampoco se detectó una correlación entre el valor de la la carga viral y el título de diferentes 

anticuerpos anti-EBV (Besson et al., 2006, Yang et al., 2006), dicho resultado apoya lo visto en esta 

tesis. Por lo tanto, en el contexto de la EM, según los estudios de la bibliografía y el presente trabajo de 

tesis, la detección del ADN del EBV no resultaría un factor pronóstico en el seguimiento de la 

enfermedad.  

 

En paralelo y dada la evidencia previa que sugiere la existencia de variantes del gen que codifica para 

EBNA2 en pacientes con EM, decidimos estudiar la presencia de variantes específicas del EBV 

asociadas a la EM. En relación con esta teoría existen trabajos previos que reportaron variantes en 

distintos genes (BYRF1, BLRF3, BERF1, BNLF1 y BCRF1) del EBV y que fueron asociadas a una 

mayor ocurrencia en pacientes con EM (Al -Naseri et al., 2019; Mechelli et al., 2015b; Mihailova et al., 

2005; Varvatsi et al., 2021a). En este trabajo de Tesis, se utilizó una estrategia de amplificación por PCR 

anidada seguida de la secuenciación según el método automatizado de Sanger, de los genes virales 

BCRF1 y BYRF1, con el objetivo de caracterizar las variantes circulantes en nuestra región geográfica 

y determinar una potencial relación con la patología en estudio. En referencia al gen BCRF1, que 

codifica para la proteína viral vIL10, en este trabajo se logró un éxito de secuenciación del 18,6 % en 

las muestras del grupo control y del 25,7 % en muestras provenientes de pacientes con EM. Si bien estos 

porcentajes parecen reducidos, cabe recordar que al presentar ambos grupos de individuos valores de 

carga viral reducidos o indetectables, podemos asumir que la cantidad de genoma viral circulante en 
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sangre y utilizados como templado en la reacción de amplificación específica resultó insuficiente para 

lograr una masa de ADN amplificado suficiente para ser secuenciado.  

En línea con los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, un estudio previo realizado en Canadá 

por Yea y col. también abordó el estudio de la secuencia del gen BCRF1 por el método de Sanger en 

pacientes pediátricos con EM y un grupo control (Yea et al., 2013). Si bien en el citado estudio, los 

autores utilizaron muestras de saliva, el éxito de la secuenciación fue del 19,9 % en el caso de los 

controles y 50 % en el caso de los pacientes. Las diferencias en los porcentajes observados, 

específicamente en el grupo de pacientes, podría deberse a la muestra utilizada (saliva vs CMSP) o a la 

edad de los pacientes (niños vs adultos). En este sentido, una infección primaria por EBV en niños de 

países desarrollados suele presentar mayor sintomatología clínica y asociarse al desarrollo de la 

mononucleosis infecciosa y la expresión de partículas virales en saliva suele persistir hasta por un mes 

post infección primaria, mientras que la viremia es rápidamente controlada por el sistema inmune. Por 

su parte, en pacientes adultos, la circulación de viriones en sangre y/o en CMSP suele ser rápidamente 

disminuida por el sistema inmunitario durante una reactivación. Si bien se detectaron polimorfismos 

puntuales al analizar las secuencias de nucleótidos en la región del promotor del gen, no se 

caracterizaron alelos específicos relacionados con la EM, ni alelos asociados al grupo control; un 

resultado que fue confirmado al realizar la reconstrucción filogenética con las secuencias obtenidas dado 

que no se visualizó la formación de clados independientes conformados por secuencias de pacientes o 

del grupo control; por el contrario, los alelos identificados se distribuyeron homogéneamente entre las 

dos poblaciones en estudio. De forma coincidente con los resultados obtenidos en el presente trabajo, 

en el estudio antes mencionado con pacientes pediátricos en Canadá, Yea y col. tampoco reportaron la 

asociación de un polimorfismo nucleotídico específico en el promotor del gen BCRF1 con la EM (Yea 

et al., 2013). Por su parte y con respecto a la secuencia de la región codificante del gen, no se 

identificaron polimorfismos asociados a la enfermedad luego del análisis de las secuencias y tampoco 

con el análisis de los árboles filogenéticos. Según Yea y col. en su población en estudio tampoco habría 

variantes en la secuencia codificantes relacionadas con el desarrollo de la enfermedad (Yea et al., 2013). 

Por lo tanto y en línea con los resultados obtenidos en este trabajo, podríamos deducir un alto grado de 

conservación en el gen BCRF1, con muy pocas posiciones nucleotídicas variables y en su mayoría 

silenciosas, lo cual indica la importancia del gen y sugiere un papel crítico de la vIL10 durante la 

infección por EBV.  

En paralelo, en el estudio de caracterización de polimorfismos en el gen BYRF1, que codifica para la 

proteína viral EBNA2, el éxito de secuenciación del mencionado gen fue del 21,28 % para los 

aislamientos provenientes de los controles sanos y 26,63 % para los aislamientos provenientes de los 

pacientes con EM. En este sentido resultan llamativos los resultados obtenidos en un trabajo previo 

realizado por Mechelli y col. con una cohorte de pacientes y controles de Italia, en el cual el éxito de 

secuenciación para el mismo gen fue de 67 % en el caso del grupo control y 58 % en los pacientes con 

esclerosis múltiple (Mechelli et al., 2015b). En este punto cabe mencionar que en el citado estudio 
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Mechelli y col. partieron de 40 ml de sangre, mientras que en el presente trabajo se optó por separar 20 

ml de sangre por individuo. Otra diferencia en el diseño experimental entre ambos trabajos radica en 

que en el presente protocolo de trabajo se realizó un enriquecimiento en CMSP mediante centrifugación 

con ficoll, mientras que Mechelli y col. incluyeron un paso extra de selección y separación de células 

CD19+. De esta manera, los autores se aseguraron de contar con aproximadamente 4 millones de 

linfocitos B por individuo. Teniendo en cuenta que los linfocitos B son el principal reservorio del EBV, 

de esta forma lograron enriquecer la muestra en linfocitos B y aumentar sus probabilidades de amplificar 

el ADN viral. Por su parte en este trabajo de tesis, al partir de CMSP, la cantidad de linfocitos B, 

potencialmente infectados con EBV, resultó menor. Por otro lado, los cebadores utilizados en el presente 

estudio al igual que en el trabajo de Mechelli y col., amplificaron EBNA2 de EBV tipo 1 y en el caso 

que algunos de los individuos de la población hubiesen sido infectados con EBV tipo 2, EBNA2 no 

hubiera sido amplificable. Si bien se decidió utilizar estos cebadores debido a que el EBV de tipo 1 es 

predominante en Sudamérica, el menor porcentaje de éxito de secuenciación respecto del estudio de 

Mecheli y col. podría deberse, al menos en parte, a la probable circulación del EBV tipo 2 en nuestra 

población; sin embargo, la razón más probable para explicar la diferencia en el éxito de casos 

secuenciados radica en el paso de selección de linfocitos B previo a la amplificación de los genes virales.  

 

En cuanto a la circulación diferencial de tipos virales, como se mencionó antes, en América del Sur se 

describió una circulación mayoritaria de EBV1 (Blazquez et al., 2021; Zanella et al., 2019a). En el caso 

particular de la Argentina, estudios previos que evaluaron la prevalencia de ambos tipos virales en 

portadores sanos o niños con infección benigna demostraron una circulación que osciló entre 85 % y el 

95 % de casos con EBV1 (Correa et al., 2004; Lorenzetti et al., 2014), y sólo en ciertas regiones 

tropicales como Colombia o el norte de Brasil, se describió un aumento en la circulación de EBV2, 

donde su prevalencia se incrementó hasta el 20% de los portadores sanos (Alves et al., 2022; Arturo-

Terranova et al., 2020). 

 

Respecto de las variantes de la región terminal del gen BYRF1 detectadas en este trabajo, las mismas se 

clasificaron en dos categorías: i) variantes reportadas previamente o ii) variantes relacionadas a las 

anteriores. Se optó por esta nomenclatura a fin de continuar con la nomenclatura de variantes de EBNA2 

introducida por Mechelli y col. y se optó por denominar variantes relacionadas a aquellas secuencias 

que no poseían 100 % de identidad con las variantes publicadas, dado que contenían polimorfismos 

puntuales que las diferenciaban de las anteriores; sin embargo, estos polimorfismos no eran suficientes 

como para clasificar a la variante como una nueva variante independiente. Cabe aclarar que no existe 

un consenso en cuanto al nombre que se asigna a las diferentes variantes de los genes de EBV, ni 

tampoco existe un consenso que especifique el grado de variabilidad necesario para definir una nueva 

variante y es por este motivo que diferentes autores utilizan diferentes nomenclaturas (Mechelli et al., 

2015b; Shim et al., 1998; Smatti et al., 2018b; Varvatsi et al., 2021a; X. Wang et al., 2012). Si bien en 
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este trabajo de tesis se caracterizaron distintas variantes del gen (variante 1.1, asociada a 1.1, asociada 

a 1.2, asociada a 1.2A, asociada a 1.3, asociada a 1.3A, asociada a GD1 o Raji), tanto en pacientes como 

en controles, ninguna de las variantes resultó significativamente asociada al riesgo de desarrollar 

esclerosis múltiple. A modo confirmatorio de estos resultados, se realizó la correspondiente 

reconstrucción filogenética, donde no se observó un clado de segregación independiente compuesto 

preferencialmente por secuencias de pacientes con EM o del grupo control y que contará con soporte de 

bootstrap significativo. Por lo tanto, se confirmó que en este conjunto de secuencias obtenidas en 

Argentina no existe asociación del gen BYRF1 de riesgo para el desarrollo de la EM. De forma similar 

tampoco se detectó la presencia de un alelo protectivo contra la enfermedad. Por su parte, también existe 

controversia en la literatura científica respecto del rol de los alelos del gen BYRF1 y su papel en el 

desarrollo de la EM. En este sentido, Mechelli y col. reportaron una posición variante asociada al riesgo 

de padecer EM en su población en estudio, donde determinaron que la variante 1.2 estaría asociada al 

riesgo de desarrollar EM, mientras que la variante 1.3B, detectada con mayor frecuencia en los 

portadores sanos, estaría asociada a un menor riesgo de desarrollo de la EM (Mechelli et al., 2015b). 

Por otro lado, en un estudio realizado por Varvatsi y col. en una cohorte de Chipre y donde secuenciaron 

genes de latencia del virus EBV tanto en pacientes con EM como en controles sanos, los autores 

observaron que la variante 1.3A estaba asociada al riesgo de desarrollar EM, mientras que la variante 

1.2 estaba asociada con los portadores sanos (Varvatsi et al., 2021a). Este último resultado, referido al 

papel de la variante 1.2 representa una contradicción entre los dos estudios antes mencionados (Mechelli 

et al., 2015a; Varvatsi et al., 2021a). Contrario a los resultados anteriores, aunque en línea con los 

resultados del presente trabajo de Tesis, en un nuevo estudio del mismo grupo de trabajo, que amplió el 

número de casos enrolados en el trabajo anterior de Mechelli, y en el cual se presentan los resultados de 

la secuenciación del genoma completo de EBV en pacientes con EM y controles sanos, los autores no 

encontraron una asociación significativa entre las variantes de EBNA2 y la EM (Chiara et al., 2016). A 

su vez, según un estudio realizado por Lay y col. en Australia, tampoco se encontraron variantes de 

EBNA2 asociadas significativamente con pacientes con EM (Lay et al., 2012). Si bien el grupo de 

Varvatsi y col. planteó la existencia de variantes asociadas a la EM, el consenso en la literatura científica 

parece indicar que no existirían tales variantes; sin embargo, no se puede descartar que el hecho de no 

haber encontrado un alelo asociado a la EM en este trabajo de Tesis podría deberse a que el número total 

de secuencias analizadas pudo no ser suficiente para lograr potencia estadística. Al margen de la 

caracterización de polimorfismos puntuales que definen variantes virales, en el presente estudio se 

detectaron nuevos polimorfismos puntuales en las secuencias generadas y que según la revisión 

bibliográfica realizada no fueron reportados con anterioridad. En particular, vale mencionar que la 

sustitución c.505G>A se observó en variantes similares al alelo 1.2, tanto en pacientes con EM como en 

controles. De forma similar, la sustitución c.721A>C también se observó en ambos grupos estudiados, 

pero siempre en el alelo 1.3 y finalmente, en ningún caso se detectó la sustitución c.766G>A, que fue 

reportada previamente en ambos grupos por otros autores en otras regiones geográficas (Mechelli et al., 
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2015b; Varvatsi et al., 2021a). Dada la elevada variabilidad del gen BYRF1 y teniendo en cuenta que la 

variabilidad geográfica del EBV ya fue ampliamente descripta, resultaría válido que estas últimas 

posiciones variables, o la falta de la sustitución c.766G>A, podrían ser polimorfismos puntuales de 

circulación preferencial en nuestra región geográfica. 

 

Si bien la información disponible acerca de las variantes del gen BYRF1 hasta el momento no resulta 

concluyente en relación con la EM, en el caso puntual de este trabajo de tesis y a modo de perspectiva 

de continuidad de la línea de investigación, resultaría necesario aumentar el número de individuos y de 

secuencias a fin de determinar con certeza que no existen variantes del gen viral asociadas al desarrollo 

de la EM en nuestra población. De forma similar, y más allá de los trabajos de secuenciación directa de 

algunos genes biológicamente relevantes para el EBV, como BYRF1 y BCRF1, el avance de las técnicas 

de secuenciación de alto rendimiento plantea la necesidad futura de secuenciar el genoma viral 

completo, tanto en pacientes con EM como en portadores sanos a fin de determinar si la sumatoria de 

distintos polimorfismos en diferentes genes del EBV son lo que brindan una mayor susceptibilidad al 

desarrollo de la enfermedad o descartar dicha hipótesis.  

En este sentido, la identificación de variantes o haplotipos específicos podrían ser de interés en el 

desarrollo de vacunas y a su vez, podrían ser útiles para el pronóstico de las diversas formas clínicas de 

la EM y/o entre otros trastornos neurológicos. Por otro lado, la detección y/o ausencia de distintos 

polimorfismos en EBNA2 de la cohorte argentina, indicaría que tal como se publicó previamente, el 

EBV presenta una distribución geográfica particular con una circulación de variantes diferente para cada 

región geográfica (Blazquez et al., 2021; Chang et al., 2009; Chiara et al., 2016; Correia et al., 2018; 

Palser et al., 2015; Telford et al., 2020). En resumen, la diferencia observada con el trabajo de Varvatsi 

y col, podría deberse a la distribución geográfica diferencial del EBV alrededor del mundo y los eventos 

tanto de recombinación como mutación que ocurren en el genoma del EBV en diferentes regiones del 

globo (Zanella et al., 2019b). Si bien en la cohorte aquí analizada no se detectaron variantes asociadas 

a la EM, este trabajo representa la prueba de concepto de un estudio epidemiológico que abordó este 

interrogante en pacientes de nuestra región. Por otra parte, la variabilidad genética del EBV y su relación 

con las diferentes patologías neoplásicas a las cuales se encuentra vinculado, ha sido y aún hoy es 

ampliamente estudiado debido a la incidencia variable de dichas neoplasias en las diferentes regiones 

geográficas del planeta y de la variabilidad en el grado de asociación del EBV con las mismas 

(Briercheck et al., 2024; Chang et al., 2009; Correia et al., 2018). A modo de ejemplo vale mencionar 

lo observado para el linfoma de Burkitt, el cual es endémico en África ecuatorial y la asociación con 

EBV es cercana al 100 %, mientras que su incidencia en otras regiones del mundo (LB esporádico) es 

menor y la asociación con EBV oscila desde el 20-30 % en sociedades desarrolladas hasta un 90 % 

observado en ciertas poblaciones, particularmente en el Noroeste de Brasil (Brady et al., 2007b; 

Mbulaiteye et al., 2009). Un caso similar se describió para el linfoma de Hodgkin, el cual presenta una 

elevada incidencia en Europa y América del Norte, pero menor en América del Sur y es poco frecuente 
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en África y en el Sudeste Asiático. La asociación del LH con EBV parece variar según las condiciones 

socioeconómicas de la región estudiada ya que presenta un mayor porcentaje de asociación en países en 

vías de desarrollo con respecto a los desarrollados. Sin embargo, en la Argentina se observa un 

porcentaje de asociación similar al de los países desarrollados (P. Chabay et al., 2016; Chang et al., 

2009). Como ejemplo final, el carcinoma nasofaríngeo posee una alta incidencia en el Sudeste Asiático, 

mientras que la misma en África del Norte es menor y es una entidad poco frecuente en América del 

Sur. Sin embargo, su estrecha relación con el EBV (100 % de asociación) se observa en todas las 

regiones geográficas (Chua et al., 2016; Su et al., 2023). En este contexto, se buscó analizar las 

secuencias virales producidas en este trabajo de Tesis en el contexto de aislamientos de diversas 

patologías asociadas al EBV y de distintos orígenes geográficos a fin de evidenciar si existían 

polimorfismos virales asociados al origen geográfico de los aislamientos o a un conjunto de patologías.  

Al analizar el árbol filogenético según el origen geográfico de las secuencias, se observó la formación 

de 4 clados con soporte de bootstrap significativo, un clado con secuencias provenientes de Papúa Nueva 

Guinea, Indonesia y Asia, un clado con secuencias de Argentina, un clado con una secuencia argentina 

y una africana y finalmente un clado con una secuencia de Asia y una de Indonesia. La existencia de un 

clado de segregación independiente del Sudeste Asiático no resultó sorprendente, dado que estudios 

previos de secuenciación del genoma completo del EBV también describieron una estrecha relación 

entre las secuencias de Papúa Nueva Guinea, Indonesia y Asia y, que, a su vez, estas segregaban de 

forma independiente a las secuencias de las secuencias europeas y africanas (Correia et al., 2018). A su 

vez, la presencia de un clado con secuencias argentinas (n = 7) podría indicar la presencia de una variante 

de circulación preferencial en nuestro país, sin embargo, para comprobar dicho interrogante sería 

necesario aumentar el número de aislamiento secuenciados. Según mi mejor entender, en Latinoamérica 

no hay reportes sobre la secuenciación del gen BYRF1; sin embargo, a través de secuenciación del gen 

LMP1 de EBV, se observó la formación de un clado recombinante formado por secuencias de África y 

Asia, que sería predominante en países de Sudamérica (Brasil, Argentina y Perú) (Alves et al., 2022, 

Gantuz et al., 2017). A su vez, otros estudios también observaron la existencia de clados con secuencias 

africanas y argentinas, lo cual podría explicarse por la heterogeneidad genética que existe en nuestro 

país y que es producto de la migración de distintas regiones del mundo hacia América. En relación con 

lo antes mencionado, la ascendencia en Argentina es mayormente europea (63-68 %), seguida de 

indígena americana (22-33 %) y africana (3-4 %) (Avena et al., 2012; Fejerman et al., 2005). En 

particular, resultó de nuestro interés realizar el análisis por geografía para determinar si los alelos 

reportados con anterioridad tenían una circulación geográfica preferencial. Si bien los resultados no 

tuvieron sustento estadístico, en la reconstrucción filogenética se observó que los alelos 1.2A y 1.2B 

segregaron en un clado donde había predominancia de secuencias argentinas, mientras que el alelo 1.3B 

se encontraba en un clado donde predominaron secuencias europeas. De acuerdo con Mechelli y 

colaboradores, se podría suponer que el alelo 1.3B, asociado a los individuos del grupo control, sería el 

alelo de circulación preferencial en Europa (Mechelli et al., 2015a). 
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De igual manera, teniendo en cuenta que el EBV está asociado a una amplia variedad de patologías, 

tanto benignas (mononucleosis infecciosa), como neoplásicas, entre ellas el carcinoma nasofaríngeo, el 

linfoma de Burkitt y el linfoma de Hodgkin, entre otros (S. Chakravorty et al., 2022; Tralongo et al., 

2024); se analizó la relación de las variantes de BYRF1 y las patologías malignas. Con respecto a los 

clados con sustento estadístico, se determinó que en su mayoría estaban formados por secuencias 

provenientes de aislamientos de diversas patologías; sin embargo, ninguno de los alelos descriptos del 

gen que codifica para EBNA2 resultó asociado a la EM ni a otra patología relacionada al EBV. Tampoco 

se identificó un alelo protectivo que se agrupe con secuencias benignas ni con el grupo control. 

Considerando que la incidencia de las enfermedades asociadas al EBV es muy diferente según las 

poblaciones o regiones geográficas y que anteriormente se reportaron en nuestro país variantes puntuales 

asociadas con patologías neoplásicas, sería de gran interés conocer la variabilidad del genoma viral en 

el contexto de la EM. En resumen, contar con información sobre el genoma de EBV, sus variantes 

genéticas y su posible asociación con la EM, podría ser de utilidad en el desarrollo de una vacuna 

profiláctica y/o la producción de medicamentos antivirales aplicables al tratamiento de la EM, ya que 

podría considerarse al virus como un factor ambiental modificable, al contrario de la genética de los 

individuos que padecen esta patología y que no puede ser modificada.  

 

Dado que la EM es una enfermedad multifactorial y que su desarrollo y progresión se ve influenciada 

tanto por factores genéticos como ambientales que exceden al posible rol de la variabilidad del EBV, la 

susceptibilidad genética de los individuos no debe ser menospreciada.  En este sentido, al día de la fecha 

se identificaron 233 posiciones variables asociadas con la susceptibilidad a desarrollar EM. En 

particular, 32 de los mencionados SNPs se posicionan dentro de la región codificante de genes que 

componen el sistema HLA, mientras que los 201 restantes se localizan en las regiones adyacentes a estos 

genes (Goodin et al., 2021; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019b; Shirai & 

Yamauchi, 2022). Considerando dicha información y habiendo observado la existencia de una respuesta 

serológica diferente frente al EBV entre los pacientes y el grupo de controles, y que la misma no se 

relacionó con una variante viral en particular ni con la carga viral del EBV y teniendo en cuenta además 

que los linfocitos B son el principal reservorio del EBV en estado de latencia, se decidió investigar la 

respuesta transcripcional en dichos linfocitos infectados por el EBV. Para este fin se decidió separar los 

linfocitos B según su estado de infección y luego realizó un ensayo de secuenciación masiva del ARNm, 

RNA-seq. Luego del correspondiente análisis bioinformático, se determinó que el ARNm del gen 

IQGAP1 presentó una expresión significativamente menor en linfocitos B CD20+ EBNA1+ de pacientes 

con EM comparado con linfocitos B CD20+ EBNA1- de los mismos pacientes. Si bien previamente se 

realizaron análisis de RNA-seq de CMSP de pacientes con EM (Derakhshani et al., 2022; Gafson et al., 

2018; Kozin et al., 2022; Schafflick et al., 2020), según mi mejor entender, este fue el primer estudio 

donde se investigó la respuesta transcripcional en linfocitos B de pacientes con EM e individuos control 

diferenciados por su estado de infección (infectados o no con el virus EBV). Con respecto al gen 
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IQGAP1, existen estudios previos que reportaron posiciones variables en este gen relacionadas con el 

riesgo frente a la EM, pero aún no está claro el mecanismo a través del cual podría aumentarlo (Beecham 

et al., 2013; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium et al., 2011; Keshari et al., 2016). 

Teniendo en cuenta que en los resultados del RNA-seq observamos una disminución en la expresión de 

ARNm de Iqgap1, en los linfocitos B CD20+ EBNA1+ de pacientes con EM comparado con linfocitos 

B CD20+ EBNA1- de pacientes con EM, nos propusimos evaluar el efecto del silenciamiento de la 

expresión de IQGAP1 mediante ensayos in vitro, silenciando la expresión de Iqgap1 en células B de 

ratones.  

 

Una vez que determinamos que el silenciamiento de Iqgap1 era efectivo utilizando un ARN de 

silenciamiento, se evaluó la expresión de distintas citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. 

Según los resultados obtenidos, el silenciamiento de Iqgap1 regularía negativamente la expresión del 

ARNm de las citoquinas Csf2 e IL-10, sin embargo, el silenciamiento de estos ARNm no implicó un 

efecto similar sobre el nivel de expresión de las respectivas citoquinas; demostrado en el ensayo de 

ELISA donde la cuantificación de Csf2 e IL-10 resultó ser indetectable en el sobrenadante de cultivo. 

Si bien se conoce que Iqgap1 se expresa en todos los tipos celulares de forma ubicua (Gorman et al., 

2012b; Schmiedel et al., 2018), y se reportó que es posible silenciar Iqgap1 en los linfocitos B (Lella & 

Malarkannan, 2023; J. C. Wang et al., 2017) a mi mejor conocimiento, no existen estudios en los cuales 

se haya evaluado la producción de las citoquinas por parte de los linfocitos B. Sin embargo, en el 

contexto de la EM, los linfocitos B secretan bajas cantidades de citoquinas como la IL-10 y elevadas 

cantidades de CSF2. En consecuencia, el déficit de IL-10 estaría asociado con la ocurrencia de recaídas 

o brotes en la EM, mientras que los elevados niveles de CSF2 estarían relacionados con la inflamación 

tisular. En base a este conocimiento, podríamos inferir que la infección del EBV en los linfocitos B de 

los pacientes con EM, podrían inducir la disminución en la expresión del gen Iqgap1, lo cual podría 

estar afectando una vía de señalización que modularía la expresión a nivel del ARNm de las citoquinas 

Csf2 e IL-10; sin embargo, el efecto en la modulación del ARNm no pudo ser confirmado a nivel 

proteico.  

 

Con respecto a la proliferación celular, se determinó que al silenciar Iqgap1 en linfocitos B en cultivo 

de ratones salvajes, existe un aumento en la proliferación celular de los mismos. Posteriormente en un 

ensayo de cocultivo de linfocitos B silenciados (Iqgap1-siRNA) con linfocitos T, nos permitió 

determinar que la proliferación de los linfocitos T en cocultivo también cambiaba significativamente 

luego de silenciar el gen Iqgap1, siendo mayor la proliferación de los linfocitos T al silenciar Iqgap1 en 

linfocitos B. Este resultado podría explicarse, a través del mecanismo de activación de los linfocitos B, 

donde dichos linfocitos primero deben reconocer en su BCR un antígeno y luego recibir señales de 

coestimulación para llevar a cabo su activación. Éstas señales en algunos casos provienen de la 

interacción con los linfocitos T (activación dependiente de linfocitos T), mientras que en otros casos los 
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linfocitos B tienen la capacidad de proliferar de forma independiente de los linfocitos T, en este caso las 

señales de coestimulación las reciben directamente de los antígenos que reconocen. Por lo tanto, podría 

ocurrir que el silenciamiento de Iqgap1 en los linfocitos B en el cocultivo esté afectando de cierto modo 

la interacción entre linfocitos T y B, ayudando a promover principalmente la proliferación de los 

linfocitos T. Por su parte, cuando se evaluó la proliferación de los linfocitos T en cocultivo con linfocitos 

B, se observó un aumento significativo de la proliferación tanto en linfocitos T provenientes de ratones 

2D2, como de linfocitos T provenientes de ratones OTII. Como se comentó con anterioridad, a mi mejor 

entender, no fue descripto en la literatura el efecto del silenciamiento de Iqgap1 en células B y su 

posterior cultivo con linfocitos T. Por su parte, Gorman y col. analizaron el efecto del silenciamiento de 

Iqgap1 en linfocitos T; de esta forma, determinaron que en ratones deficientes del gen Iqgap1 se observó 

un aumento en la proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+  (Gorman et al., 2012b). A su vez Okuyama 

y col. observaron que al silenciar Iqgap1 en linfocitos T CD4+ de ratones OTII con un vector retroviral 

(shIQGAP1), también se observó un aumento de la proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Okuyama 

et al., 2020). En breve, según los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, la infección del EBV 

disminuiría la expresión de Iqgap1, y de esta forma provocaría un aumento en la proliferación celular 

de linfocitos B cuando están aislados en cultivo, y a su vez, el silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos B 

también tendría consecuencias sobre la proliferación de los linfocitos T, hecho que se puso de manifiesto 

en el ensayo de cocultivo de ambos tipos celulares. Si bien el mecanismo que estaría afectado en esta 

interacción no fue comprobado, podríamos postular que se está modificando la sinapsis de interacción 

entre los linfocitos T y B durante la presentación antigénica. Este razonamiento se justifica porque para 

la formación de la sinapsis inmunológica debe haber una acumulación de F-actina y también debe ocurrir 

la polarización del centro organizador de microtúbulos (Microtubule Organizing Center, mTOC, por sus 

siglas en inglés) hacia el sitio de contacto de los linfocitos T y la célula CPA. En este contexto, 

podríamos suponer que el silenciamiento de Iqgap1 afectaría su rol protagónico como regulador del 

citoesqueleto, favoreciendo la acumulación de la F-actina en el sitio de la sinapsis.  

 

Luego de evaluar la proliferación celular en linfocitos B y T, se evaluó el efecto del silenciamiento de 

Iqgap1 sobre el factor CD44. Al silenciar Iqgap1 se observó un aumento de CD44 tanto en linfocitos T 

provenientes de ratones 2D2 como en linfocitos T provenientes de ratones OTII. Dado que la molécula 

CD44 resulta fundamental para la activación de los linfocitos T, según los resultados observados, Iqgap1 

regularía negativa e indirectamente la activación de los linfocitos T, a través de un mecanismo que 

involucra la interacción de los linfocitos B y T. Si bien los resultados publicados hasta el momento no 

son comparables, Okuyama y col. reportaron un aumento en el número de células CD44+ en la población 

de linfocitos T CD4+, en ratones deficientes del gen Iqgap1 (Okuyama et al., 2020). Por su parte, 

Bourguignon y col, reportaron una posible interacción entre IQGAP1 y CD44, donde ambas proteínas 

formarían parte del complejo CD44-Cdc42-IQGAP1. Esto último fue confirmado por los mencionados 

autores al silenciar la expresión de Iqgap1 mediante un ARN de interferencia y demostrar la inhibición 
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en la formación del complejo CD44-Cdc42-IQGAP1 (Bourguignon et al., 2005). De forma adicional, 

más allá de su rol en la activación celular, distintas isoformas de CD44 están implicadas en las 

interacciones célula-célula y célula-matriz, en la promoción de la diferenciación a linfocitos Th1 y Th17, 

así como también en la migración de los linfocitos (Bonder et al., 2006; H. Guan et al., 2009, 2011). 

Esta última aseveración, nos conduce a hipotetizar, que la infección con el EBV induce a la disminución 

en la expresión de Iqgap1 en los linfocitos B, que permitiría que se forme con mayor fuerza la sinapsis 

de unión de linfocitos B:T donde ocurre la presentación antigénica (potencialmente de algún 

autoantígeno), de esta forma se regularía positivamente la expresión de la molécula CD44, lo cual 

conduciría a una mayor activación de linfocitos T, y a su vez a una mayor tasa de migración de dichos 

linfocitos. En consecuencia, en el contexto de la EM, planteamos que las células T autorreactivas (en el 

hipotético caso de reconocer autoantígenos) migrarían a través de la barrera hematoencefálica y dañarían 

neuronas, mielina y axones, produciendo lo que se conoce como desmielinización e inflamación del 

SNC.  

 

Teniendo en cuenta que los linfocitos B pueden actuar como CPA, y en base a los resultados que se 

obtuvieron previamente, se evaluó el efecto del silenciamiento de Iqgap1 sobre la presentación 

antigénica de los linfocitos B cocultivandolos con linfocitos T. Los datos expuestos con anterioridad 

nos permitieron hipotetizar acerca de la necesidad de la proteína IQGAP1 en el sitio de la sinapsis (B:T) 

durante la presentación antigénica. A modo de resumen, cuando se cultivaron los linfocitos B silenciados 

con los linfocitos T de los ratones 2D2, observamos un aumento significativo en el porcentaje del 

marcador CD80 presente en linfocitos B; pero no se detectaron diferencias significativas en los 

marcadores CD86 y MHC II. Si bien este resultado apoyaría la teoría del efecto sobre la actividad 

presentadora de antígeno, no fue posible reproducirlo al diferenciar los linfocitos T en los distintos 

subtipos de linfocitos T (Th0, Th1 y Th17). Sin embargo, no se puede desconocer la existencia de 

distintas moléculas denominadas coestimuladoras secundarias que también tendrían implicancia en la 

presentación antigénica. Una de estas moléculas es la proteína OX40, presente en linfocitos T, y la 

proteína OX40L, presente en linfocitos B. Según la evidencia publicada, los niveles de ARNm de OX40 

en sangre periférica de pacientes con EM son mayores que los niveles de ARNm de individuos del grupo 

control (Manian et al., 2023). Por su parte, el grupo de Okuyama y col. evaluaron la relación entre 

IQGAP1, OX40 y OX40L, y determinaron que IQGAP1 es un importante regulador de la co-

señalización de OX40, y que promueve el desarrollo de linfocitos T CD4+ patogénicos (Okuyama et al., 

2020). Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren que la infección con el EBV induce 

la disminución en la expresión de Iqgap1 presente en los linfocitos B, lo cual regularía la activación y 

proliferación de los linfocitos T, a través de un mecanismo que involucra la interacción de los linfocitos 

B y T, pero aún restaría dilucidar cuál es la molécula involucrada en dicha interacción B:T durante la 

formación de la sinapsis inmunológica al momento de presentar un antígeno. Resultaría de interés 

https://www.zotero.org/google-docs/?uboWTd
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https://www.zotero.org/google-docs/?eRUDfz
https://www.zotero.org/google-docs/?eRUDfz


Discusión 

 143  
 

  

ampliar el estudio a las moléculas: OX40 y OX40L, ya que según la evidencia bibliográfica podrían 

estar involucrados en la sinapsis inmunológica (Okuyama et al., 2020). 

 

Una vez determinado que el silenciamiento de Iqgap1 tuvo un impacto significativo en la proliferación 

y activación de los linfocitos T, se evaluó su efecto sobre los factores de transcripción de linfocitos T. 

Se observó que al silenciar Iqgap1 en los linfocitos B y cultivarlos con la población diferenciada a Th1, 

existía un aumento significativo en el ARNm del marcador Tbx21 y a su vez, al silenciar Iqgap1 en los 

linfocitos B y cultivarlos con la población diferenciada a Th17 también se observó un aumento 

significativo en los ARNm de los marcadores Rorc y Foxp3.  

Según se mencionó anteriormente, no existen estudios que hayan abordado las consecuencias del 

silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos B y su posterior cocultivo con linfocitos T; sin embargo, se 

reportó que la disminución de la expresión de Iqgap1 en los linfocitos T aumenta la desfosforilación del 

factor nuclear de activación de linfocitos T (Nuclear factor of activated T cells, NFAT, por sus siglas en 

inglés) y su importación al núcleo (S. Sharma et al., 2011). Teniendo en cuenta dicha evidencia, se 

podría postular una potencial función de IQGAP1 como promotor de la localización eficiente de 

distintos factores de transcripción para que interactúen con sus reguladores en el citoplasma o sus genes 

diana en el núcleo. Por otra parte, si bien no se encontró información que relacione directamente a 

IQGAP1 con la diferenciación de los linfocitos T, se podría hipotetizar su rol a través de la relación del 

eje OX40-OX40L, debido a que dichas moléculas si fueron relacionadas con la diferenciación de 

linfocitos T hacia los subtipos Th1, Th2 y Th17 (N. Fu et al., 2021; Y. Fu et al., 2020). Según dicha 

hipótesis, se esperaría que la infección con el EBV en los linfocitos B disminuya la expresión de Iqgap1, 

y esto induzca una mayor expresión de la molécula coestimuladora OX40L en los linfocitos B, lo cual 

permitiría la unión más eficiente a su contraparte OX40 presente en linfocitos T, promoviendo su 

activación y proliferación, así como también su diferenciación hacia los tipos Th1 y Th17, principales 

efectores de la EM que se encuentran circulantes tanto en las lesiones del sistema nervioso central como 

en líquido cefalorraquídeo y la sangre periférica de los pacientes.  

 

Una vez determinado el efecto de silenciar el gen Iqgap1 en linfocitos B sobre los factores de 

transcripción de los linfocitos T, se analizó si el silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos B y su posterior 

cultivo con linfocitos T, tenía un impacto sobre la secreción de citoquinas de las células T. Dicho 

experimento se planteó, debido a que la mayor presencia de células Th1 y Th17 se ve reflejado por el 

aumento de los factores de transcripción característicos de cada linaje Th1 (Tbet) y Th17 (RORɔt), que 

también se encuentra acompañada por una mayor producción de citoquinas proinflamatorias: INFẲ y 

TNFŬ en el caso de las c®lulas Th1 e IL-17 en el caso de las células Th17 (C. A. Wagner et al., 2019). 

En cuanto a nivel de ARNm, luego de la diferenciación de los linfocitos T de los ratones 2D2 en Th1 y 

Th17, la expresión de il17 se vio aumentada significativamente en la población de linfocitos Th17. Sin 

embargo, la expresión del ARNm de il10 se vio aumentado significativamente en la población Th1 
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previamente cultivados con linfocitos B Iqgap1-/-. En base a estos resultados, se podría postular que 

Iqgap1 se encuentra involucrado en la diferenciación de los linfocitos T, y, por lo tanto, modifica la 

expresión de las citoquinas que son producidas por cada subtipo de linfocito T. Si bien, como se 

mencionaba anteriormente los resultados publicados hasta el momento no son completamente 

comparables, se observó que el silenciamiento de Iqgap1 en linfocitos T CD4+ en cultivo induce una 

mayor producción de IL-17 e IFNɔ, y el mismo efecto se observó en linfocitos T CD4+ de ratones 

deficientes en el gen Iqgap1 (Okuyama et al., 2020).  
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Conclusiones 

El presente estudio analizó de manera integral la participación del virus Epstein Barr en la esclerosis 

múltiple en una cohorte argentina, combinando enfoques epidemiológicos, genéticos y funcionales. 

 

Ẇ Se confirmó que tanto pacientes con EM como individuos controles presentaron una 

seroprevalencia del 100 % para EBV, indicando la ubicuidad del virus en nuestra población. 

No obstante, se observaron diferencias significativas en los títulos de anticuerpos IgG anti-

VCA y anti-EBNA1 entre ambos grupos, lo que podría reflejar diferencias en la respuesta 

inmune frente al EBV. 

 

Ẇ Respecto a la carga viral en sangre periférica, no se encontraron diferencias significativas 

entre pacientes y controles, lo cual sugiere que la carga viral circulante no constituye un 

biomarcador diferencial en esta patología. 

 

Ẇ El análisis de las variantes genéticas de los genes que codifican para la vIL10 y EBNA2 del 

EBV no reveló la existencia de variantes que aumenten el riesgo de desarrollar EM, ni una 

asociación con el origen geográfico de los aislamientos argentinos. 

 

Ẇ A nivel molecular, el análisis transcriptómico (RNA-seq) evidenció una disminución en la 

expresión del ARNm del gen IQGAP1 en linfocitos B infectados por EBV en pacientes con 

EM, en comparación con linfocitos B no infectados de dichos pacientes. 

 

Ẇ Complementariamente, los estudios funcionales in vitro demostraron que el silenciamiento 

de Iqgap1 promueve un aumento en la proliferación de linfocitos T y B, así como en la 

expresi·n de los factores de transcripci·n RORɔt y T-bet, moléculas clave en la 

diferenciación de los linfocitos Th17 y Th1, respectivamente. 

 

Ẇ Finalmente se demostró que existe un aumento en la expresión del ARNm de il17 e il10 en la 

población de linfocitos Th17 y Th1, respectivamente, cuando estos son cocultivados con 

linfocitos B Iqgap1-/-. 

 

 

Conclusión final 

 

El presente estudio corrobora la ubicuidad del virus Epstein-Barr en la población argentina y pone de 

manifiesto diferencias inmunológicas relevantes entre pacientes con esclerosis múltiple y sujetos 
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controles. Si bien la presencia del virus y su carga viral en sangre periférica no constituyen por sí solos 

factores explicativos del inicio y progresión de la enfermedad, la disminución de la expresión de 

IQGAP1 en linfocitos B infectados por EBV sugiere un mecanismo molecular potencialmente implicado 

en la exacerbación de la respuesta inmune proinflamatoria. Este hallazgo permite postular una vía de 

interacción entre la infección viral, una respuesta exacerbada y la patogenia de la EM, posicionando al 

EBV como un cofactor clave en su desarrollo. Finalmente, los resultados obtenidos proponen nuevas 

perspectivas para la identificación de blancos terapéuticos dirigidos a componentes específicos de la 

respuesta inmune alterada en esta enfermedad. 

 

 

Figura 47: Resumen gráfico de resultados. A) En el contexto de la infección con el EBV, se determinó 

que el 100 % de la población en estudio era seropositiva para el EBV. A su vez, se observó una diferencia 

significativa en los títulos de anticuerpos anti-VCA y anti-EBNA1 entre pacientes con EM e individuos 

del grupo control. Se exploró la posibilidad de la existencia de variantes virales de los genes que 

codificaban para las proteínas EBNA2 e vIL10; sin embargo, no se encontraron variantes con mayor 

potencial patogénico asociadas a la EM, ni protectoras asociadas al grupo control, que pudieran explicar 

el desarrollo o la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad. B)  Una vez aislados los linfocitos B EBV+ 

y EBV- de pacientes y controles, se realizó un análisis de RNA-seq para analizar la expresión de los 

ARN mensajeros. Se observó una disminución significativa del ARNm de Iqgap1 en los linfocitos B 

EBV+ del grupo de pacientes comparado con los linfocitos B EBV- del mismo grupo de individuos. Sin 

embargo, no se demostró mediante que mecanismo, la infección del EBV estaría produciendo la 

disminución de la expresión de Iqgap1 en los linfocitos B. C) Se evaluó la posible alteración del MHC 

II y de CD80/CD86 (ambas moléculas implicadas en la presentación antigénica) pero la expresión de 

ninguna de estas moléculas se encontró significativamente alterada. Por lo tanto, postulamos que las 

moléculas que podrían estar involucradas en esta interacción son OX40-OX40L. Si bien el mecanismo 

de presentación antigénica no fue dilucidado, como consecuencia de la baja expresión de Iqgap1 en los 

linfocitos B, detectamos un aumento en la proliferación de linfocitos B y T. Los linfocitos T se 

diferencian principalmente a los perfiles Th1 y Th17 y secretan las citoquinas: IL-10 e IL-17 

respectivamente. 
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Perspectivas 

 

Los resultados obtenidos en esta tesis abren múltiples interrogantes que permitirán 

profundizar el conocimiento sobre el papel del EBV en la patogenia de la esclerosis múltiple. En 

primer lugar, se propone ampliar el análisis transcriptómico mediante RNA-seq incrementando el 

número de pacientes y controles incluidos en la cohorte, con el fin de validar y robustecer los 

hallazgos observados, especialmente en relación con la expresión de Iqgap1 en linfocitos B. 

Una segunda estrategia técnica con alto valor consistiría en realizar estudios de 

transcriptómica a nivel de célula única (single-cell RNA-seq), comparando linfocitos B infectados 

por EBV (EBV ) y no infectados (EBV ), tanto en pacientes con EM como en individuos controles. 

Esta aproximación permitiría una caracterización más precisa de los perfiles transcripcionales y 

podría suponer nuevos estudios funcionales con las células implicadas en la respuesta inmune. 

Asimismo, a partir de la relevancia emergente de la sinapsis inmunológica en la interacción 

entre linfocitos T y B, se propone investigar el rol del complejo OX40-OX40L en la presentación 

antigénica. En particular, se propone determinar si su expresión está regulada por IQGAP1 y si 

podría mediar las diferencias funcionales observadas en este estudio. En caso de confirmarse, un 

próximo paso sería explorar el vínculo entre dicho complejo y la infección por EBV, con especial 

foco en dos proteínas virales candidatas: EBNA3C y LMP1, las cuales, según evidencia previa, 

podrían participar en mecanismos de modulación inmunológica relevantes para esta interacción. 

Por otro lado, se propone llevar a cabo estudios funcionales in vivo utilizando ratones 

deficientes para IQGAP1. Mediante la inducción de encefalomielitis autoinmune experimental 

(EAE), modelo murino de EM, se podría evaluar la evolución y severidad de la enfermedad 

comparando animales knockout y salvajes, con el objetivo de dilucidar el impacto directo de 

IQGAP1 sobre los mecanismos inflamatorios y neurodegenerativos asociados a la EM. 

Finalmente, como resultado de las observaciones derivadas de este trabajo, se ha iniciado 

en el laboratorio CIEN de FLENI una nueva línea de investigación centrada en el virus 

citomegalovirus (CMV). A futuro, se propone determinar si el CMV podría desempeñar un rol 

relevante en la patogenia de la EM, así como explorar una posible interacción sinérgica entre el 

CMV y el EBV, considerando que ambos pertenecen a la familia Orthoherpesviridae y podrían 

desregular rutas inmunopatológicas similares. 
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Figura 48: Resumen gráfico de perspectivas. Hipotetizamos que el mecanismo se inicia en la 

circulación periférica, donde el EBV infecta linfocitos B, y, a través de un mecanismo no dilucidado 

inhibe la expresión de Iqgap1. En respuesta a la infección, en el ganglio linfático los linfocitos B 

infectados comienzan a proliferar, a su vez los linfocitos T también comenzarán a proliferar a modo de 

respuesta inmune y se expandirán clonalmente. Es esperable que ambos subtipos celulares ðlinfocitos 

B y Tð sean específicos para antígenos virales del EBV, aunque una fracción de ellos podría ser 

autorreactiva, debido a fallas en los mecanismos de tolerancia inmunológica. Estos linfocitos 

autorreactivos podrían migrar al sistema nervioso central, atravesar la barrera hematoencefálica y 

reconocer autoant²genos (como GlialCAM, ANO2 o Ŭ-cristalino, entre otros), que, mediante un 

mecanismo de mimetismo molecular, serían reconocidos erróneamente como antígenos virales (por 

ejemplo, EBNA1). Esto podría desencadenar la activación y expansión de ambos tipos celulares y el 

inicio de sus funciones efectoras: los linfocitos B secretarían autoanticuerpos dirigidos contra proteínas 

como la mielina, mientras que los linfocitos T liberarían citoquinas proinflamatorias que contribuirían 

a un microambiente inflamatorio en el SNC. Como consecuencia, los autoanticuerpos podrían promover 

la desmielinización a través de la activación del sistema del complemento y la opsonización de la 

mielina, facilitando su destrucción por células efectoras de la microglía. La pérdida de mielina altera la 

conducción nerviosa y deja expuestos los axones, haciéndolos más susceptibles al daño y contribuyendo 

a la disfunción neuronal y la neurodegeneración observadas en la EM. Además, las citoquinas secretadas 

por los linfocitos T perpetúan el reclutamiento de células inmunes, manteniendo la inflamación crónica 

en el SNC y alimentando un ciclo que agrava el daño tisular, que puede ser visto como las placas 

desmielinizantes en una resonancia magnética del cerebro. 
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