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Resumen:

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad croénica, inflamatoria y autoinmune que afecta
al sistema nervioso central, caracterizada por la pérdida de mielina en los axones. Aunque su etiologia
continla siendo desconocida, se reconoce que se trata dmfenmedad multifactorial en la que
intervienen factores genéticos y ambientales. Entre estos Ultimos, se destacan el tabaquismo, la obesidad
durante la adolescencia, la deficiencia de vitamina D y diversas infecciones virales. Dentro de los
agentes inferiosos analizados, el virus Epstein Barr (EBV) ha demostrado poseer la asociacibn mas
sélida y consistente con la EM, aunque el mecanismo a través del cual este virus podria 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 llevo a cabo un estudio prospectivo entre los afios 2018 y 2023, en el que se
analizaron muestras de pacientes con EM y controtegepientes de la misma region geografica. Se
evaluaron la serologia y la carga viral del EBV, asi como las variantes genéticas en regiones especificas
del virus: el gen BCRF1, que codifica para el antigeno vIL10, y el gen BYRF1, que codifica para el
antigsmmo EBNA2. Ademas, se realizaron analisis transcriptomicos en linfocitos B infectados y no
infectados por EBV, obtenidos de pacientes conykM controlesy estudiosn vitro para caracterizar
funcionalmente los hallazgos moleculares.

Los resultados confirmaron la alta prevalencia del EBV en la poblacion estudiada, con una
serologia positiva en el 100 % de los casos, sin diferencias significativas en la carga viral ni en las
variantes genéticas entre pacientes y controles. No obsthat&lisis de expresion génica reveld una
disminucién del ARNm de IQGAP1 en linfocitos B EBWe pacientes con EM, en comparacién con
los EBV del mismo grupo. Los estudi@s vitro demostraron que la inhibicion diggaplconduce a
una mayor proliferacion de linfocitos T y B, asi como a un aumento en la expresion de los factores de
transcripciéon RORt y T-bet, asociados con respuestas inesymoinflamatorias.

Este trabajo constituye el primer estudio realizado en una cohorte argentina que aporta evidencia
epidemiolégica y molecular sobre unt@acialrol del virus Epstein Barr en la patogenia de la esclerosis

multiple.

Palabras clavesEsclerosis Mdltiple, Virus Epstein Barr, linfocitos B, variantes de viL10 y EBNA2,
IQGAPL.
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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 predispoaind 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 wittMS. 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 regiorsBERF1 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 monoglear cells and analyzed transcriptional alterations associated with EBV
infection. To complement these findings, we also perforimetdtro functional studies.

Our results confirmed a 10% EBV seroprevalence in both patients and controls, with no
significant differences in viral loa&equence 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 EBMsitive B cells from MS patients compared to their EBV
negative counterparts. Functional vitro assays further demonstrated thagapl silencing led to
increased proliferation of T and B lymphocytes, along with upregulation of the transcription factors
RORot and Fbet, both involved in prinflammatory 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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pCt: Diferencia de Ct

ppCt Di ferencia de @Ct

Mg: Microgramo

pl: Microlitro

pUM: Micromolar

ACK: Solucién de lisis de Amoni€@loruro-Potasio, del ingléammoniumChloride-Potassium
ADN: Acido desoxirribonucleico

ANOVA: Analisis de varianza, del inglémalysis of variance

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

BOCs: Bandas oligoclonales de IgG

BPF: Fraccion de parénquima cerebral; del ingtén parenchymal fraction

BSA: Albumina de suero bovino, de inglBsvine Serum Albumin

CD19: Del inglé<Cluster of differentiation 19

CD28: Del ingléLCluster of differentiation 28

CD3: Del inglé<Cluster of differentiation 3

CD4: Del ingléCluster of differentiation 4

CD8: Del ingléCluster of differentiation 8

CD80: Del ingléLCluster of differentiation 80

CD86: Del inglé<Cluster of differentiation 86

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica

CMV: Citomegalovirus humano

CPA: Células presentadoras de antigenos

Ct: Valor del ciclo umbral, del ingléSycle threshold

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfato, del ingtlsoxynucleotide triphosphates

ddNTPs: didesoxinucleétidos fluorescentes terminadores de cadena, del iclghés
terminating dideoxynucleotide triphosphates

DE: Desviacion estandar

DMT: Terapias modificadoras de la enfermedad, del imdjE=ase modifying therapy

D.O: Densidad 6ptica

EBNA1: Antigeno nuclear de Epstein Barr 1, del ingl@stein Barr nuclear antigen 1
EBNAZ2: Antigeno nuclear de Epstein Barr 2, del indl@stein Barr nuclear antigen 2
EBNA3A: Antigeno nuclear de Epstein Barr 3A, del indisstein Barr nuclear antigen 3A
EBNA3B: Antigeno nuclear de Epstein Barr 3B, del indifsstein Barr nuclear antigen 3B
EBNA3C: Antigeno nuclear de Epstein Barr 3C, del indt@stein Barr nuclear antigen 3C
EBV: Virus del Epstein Bardel inglésEpstein Barr Virus

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, del ingEghylenediaminetetraacetic acid

ELISA: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima, del ikgiggmelinked ImmunoSorbent
Assay

EM: Esclerosis Multiple

EMERGE: Estudio Multicéntrico acerca del virus de Epstein Barr y el Riesgo de Esclerosis
Multiple

EMPP: Esclerosis Multiple primaria progresiva

EMRR: Esclerosis Mdltiple remitentecurrente

EMSP: Esclerosis Multiple secundaria progresiva

FOXP3: Del ingléd-orkhead box P3

GC: Grupo control

GM-CSF:Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, del@rgldéslocyte
macrophage colonrgtimulating factor

hIL10: Interleuquina 10 humana, del ingkégman interleukin 10

IACUC: Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales, del inlyiéitutional Animal
Care and Use Committee

IF1: Inmunofluorescencia indirecta
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1.1. Generalidades de la Esclerosis Multiple

La Esclerosis Mdultiple (EM) es una enfermedad crénica, autoinmune, inflamatoria y
desmielinizante que afecta al sistema nervioso central (SNC) y es la principal causa de discapacidad no
traumatica en jovenes adult@Gompston & Coles, 2008; Lotfi al., 2022) Se estima que a nivel
mundial afecta a mas de 2.8 millones de personas y su prevalencia es de 35,9 por cada 100.000
individuos (Walton etal., 2020) La EM es una patologia que, al igual que la mayoria de las
enfermedades autoinmunes, afecta predominantemente a mujeres (retapsdn hombre3:1)
(Jakimovski etal., 2024; Magyari & Sorensen, 2019; Ortoralet 2006) El inicio de la enfermedad se
da tipicamente entre los-20 afos, aunque en los Ultimos afios se ha detectado un aumento en el nimero
de casos de pacientes pediatri¢@koughani & Boyko, 2018; laffaldano at., 2017)y personas
mayoregOstolaza eal., 2021; Prosperini etl., 2022) La EM se caracteriza por el infiltrado linfocitario
en el SNC, lo cual conduce a la destruccién de la vaina de mielina y el dafio/@oomagton & Coles,

2008; Zhao & Jacob, 2023Es una enfermedad dificil de diagnosticar, debido principalmente a la
heterogeneidad de los sintomas que pueden presentar los pacientes: alteraciones sensitivas y visuales,
déficits motores, fatiga, dolor y déficits cognitivos, entre dffmgyelhardt eal., 2022) Mas aungstas
manifestaciones clinicas dependen de la localizacion de las lesiones que ocurran eiiKelaBnNg

etal., 2015; Kuhimann etl., 2023) La forma clinica mas comudn, es la EM remitamteurrente
(EMRR), que afecta aproximadamente al 85 % de los pacientes y se caracteriza por la aparicion de un
episodio de disfuncion neuroldgica seguido por la recuperacién o remision clinica. De no mediar
tratamiento, luego de 120 afios post diagndstico de la enfermedad, el 80 % de los pacientes con EMRR
suele progresar a EM secundaria progresiva (EMSP), donde el deterioro neuroldgico es progresivo sin
mejoria aparentéDendrou etl., 2015; Klineova & Lublin, 2018; Pitt al., 2022) Por otro lado,
aproximadamente el 10 % de los pacientes con esclerosis multiple directamente son diagnosticados con
EM progresiva primaria (EMPP), la cual se caracteriza por un deterioro progresivo desde el inicio de la
aparicion de la enfermed@bendrou etl., 2015; Klineova & Lublin, 2018)

En cuanto a la etiologia de la enfermedad, hace varios afios se postula que la EM es una patologia
compleja y multifactorial que involucra tanto factores genéticos, que hacen susceptibles a los individuos,
como también factores ambientales (agentes infeasjoobesidad, hébito tabaquico, niveles de
vitamina D, etc)Jakimovski etl., 2024; Olsson &ll., 2017; Waubant etl., 2019)

1.2. Epidemiologia

Segun un estudio realizado en 2019 por la Federacion Internacional de Esclerosis Multiple junto
con la Organizacion 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 individuogpad EMWalton etal., 2020) Estos valores

aumentaron significativamente desde el Ultimo estudio llevado a cabo en 2013, cuando se habia
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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 critegmdsdico/Schwenkenbecher at., 2019) el avance

en los tratamientos, que aumentan la calidad de vida y la cantidad de afios de supervivencia de los
individuos (Kingwell etal., 2019)y una mejora en las bases de datos que brindan informacion mas
precisa y confiable acerca de la enfermg@amtaccio etl., 2024)

La prevalencia de la EM varia considerablemente dependiendo la regién geogréfica, siendo
mayor en Europa (133 casos por cada 100.000 habitantes), seguido por América (112 casos por cada
100.000 habitantes), MediterranedOriental (30 casos por cada 100.000 habitantes), Sudeste de Asia
(9 casos por cada 100.000 habitantes), Africa (5 casos por cada 100.000 habitantes) y el Pacifico Oeste
(5 casos por cada 100.000 habitanfespay etal., 2016; Walton eal., 2020)Figura 1). Desde el afio
2013, el mayor aumento en la prevalencia se ha visto en América, donde la cantidad de casos se duplico
(Walton etal., 2020) Segun estudios donde se incluyeron datos de América Latina y el Caribe, la
prevalencia de la EM varia 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 em®a y Ecuado(Cristiano
etal., 2013; Cristiano & Rojas, 2017; Rojasakt 2014)

Particularmente, en Argentina, tanto la prevalencia como la incidencia de la enfermedad fue
descripta en algunas zonas del pais, mientras que existe escasa informacion sobre aspectos
epidemiolégicos en otras regiones del mismo. Recientemente se descalpdéevalencia de 240
casos por cada 100.000 habitantes, mientras que la incidencia reportada fue de casi 3 casos nuevos por
afio por cada 100.000 habitanighler etal., 2021) En forma particular, en Buenos Aires, la
prevalencia es de 38,2 casos por cada 100.000 habitantes, segin un estudio realizado por Cristiano y col
en el afio 201€Cristiano efl., 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, respectitammgni Kenichini,

2021; G. Luetic & Menichini, 2020Por su parte, un estudio realizado en el afio 2002 en la patagonia
argentina, que incluy6 las ciudades de Neuquén, Trelew, Rio Gallegos y Ushuaia, determiné una
prevalencia de la enfermedad de 17,2 pacientes por cada 100.000 hafiaites etal., 2008)
Finalmente, un estudio realizado en la provincia de Salta, en el noroeste argentino, determind una
prevalencia de 23,8 casos por cada 100.000 habit@vietinger etal., 2018) Las diferencias en la
prevalencia a lo largo del pais podrian deberse tanto a las caracteristicas de la poblacién (etnias) como
a las condiciones ambientales (geografia y clima). Es oportuno mencionar que hay mayor prevalencia
de casos de EM en las ciulds de Buenos Aires y Rosario, que poseen una temperatura media anual de
17C y se encuentran en la regién pampeana. Incluso dentro de una misma provincia, seguin los reportes
citados anteriormente, la prevalencia es desigual y con mayor nimero 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 mundiakigura adaptada del atlas de EM de la Federacion
Internacional de EM, 2020. Accesado por ultima vez septiembre 2020,
https://www.msif.org/wpcontent/uploads/2020/10/AtldspidemiologyreportSept2020-Final

ES.pdf

1.3. Tipos de EM

Hay cuatro tipos principales de esclerosis multiple: sindrome desmielinizante aislado, EM
remitenterecurrente, EM secundaria progresiva y EM primaria progresiva. La identificacién del tipo de
EM que padece un individuo requiere de una revision clinicaustiva por parte de médicos
neurdlogos y es complementada con multiples analisis de imagenes que se realizan periddieamente
Chen etal., 2023) ElI Sindrome desmielinizante aislado (SDA), se refiere al primer episodio
desmielinizante inflamatorio en el sistema nervioso cengad, de cumplir con los criterios de
diseminacion en el tiempo, puede terminar siendo diagnosticado con{o ikl | | al.y 2020;eDt
Miller et al., 2005) Segun estudios previos, llevados a cabo en paises occidentales, entre el 60 al 70 %
de los individuos que cursan un primer episodio son diagnosticados con EM definitiva dentro de los 20
afos del primer event®. H. Miller etal., 2012; Zhang etl., 2019) Mas aun, existen estudios que
determinaron que el 45 % de los individuos que cursaron un primer evento ya habian sido diagnosticados
con EM a los 5 afios del everfRrownlee etal., 2015) Los principales predictores identificados de esta
transicion son: 1) El nimero 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 nimero de bandas oligoclonales presentes en el liquido cefalorraquideo
(LCR) (Banerjee eal., 2019) Las bandas oligoclonales de IgG (BOCs) son anticuerpos expandidos
clonalmente producidos por via intratecal y es uno de los pocos biomarcadores en el LCR incluidos en
los criterios de diagnéstico de la EMaroto-Garcia etl., 2023; Obermeier 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 méas comun, presentado por aproximadamente el 85
% de los pacientes. Esta forma clinica se caracterizaepisodios de desmejoria aguda del
funcionamiento neurolégico (llamado recaida o brote), ya sea por la aparicion de nuevos sintomas o
empeoramiento de los sintomas existentes, seguida por una recuperacion parcial o total y sin aparente
progresion de la enfimedad (etapa de remisi@figura 2a) (Bierhansl etl., 2022; Lublin eal., 2014)

Sintomas tales como debilidad, trastornos del equilibrio y de la vision, pueden presentarse durante la
recaida, con una duracién de al menos 24 horas. Si bien la frecuencia de las recaidas puede variar de un
paciente a otro, generalmente no supera IcBsvpor afigKlineova & Lublin, 2018) Segun 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 afios de padecer la enfermedad. El riesgo aumenta un 25 % a los 10
afios y alcanza un 80 % de los pacientedaéorma progresiva a los 30 afios del desarrollo inicial de

la EM (Bogosian eatl., 2019) Se han identificado algunos predictores de la transicibn de EMRR a
EMSP, como, por ejemplo: 1) La edad mas avanzada al inicio de la EMRR; 2) El sexo masculino
presentaria mayoritariamente este fenotipo; 3) Lesiones en la médula espinal y la recuperacion
incompleta de una recaida disminuirian el tiempo de progresion de EMRR a(EM&IFis etl., 2006;

Ziemssen edl., 2022) Fenotipicamente, la EMSP es muy variable, con periodos de progresion y
empeoramiento con recaidas que luego pueden estabilizarse por un breve periodo d&itienapo

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 recaidas y remisiones; con una progresion continua de la enferfRigpad 2c¢) (Sempik etl.,

2024) Si bien los sintomas de las EMSP y EMPP son diferentes, al dia de la fecha no se describieron
caracteristicas genéticas, patoldgicas o que puedan ser detectadas mediante resonancias magnéticas y
gue permitan distinguirlafRansohoff etl., 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), asi como también con progresion
(cuando la disgpacidad se acumula a lo largo del tiempo) o sin progresion en el caso de que no se
acumule y solo se manten@ierhansl| etil., 2022; Lublin eal., 2014, 2020)
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Figura 2: Formasclinicas de la EM.La EM tiene 3 formas clinicas: EMRR, EMSP y EMR® La
EMRR es caracterizada por una etapa de recaida y la posterior recuperacién parcial o &rhpleta.
EMSP comienza como la EMRR, pero luego es caracterizada por una etkgsandgoracontinua sin
recuperacionC) En la EMPP se describe udasmejoracontinua desde el inicio del desarrollo de la
enfermedad. Imagen adaptadgBerhansl| etl., 2022)

1.4. Manifestaciones clinicas de la EM

Normalmente el dafio al SNC suele ser detectado en forma concomitante a la aparicién de los
primeros sintomas clinicos y se evidencian cuando las lesiones se localizan en una zona que interrumpe
la funcién del nervig«Hidden Disabilities in Multiple SclerosisThe Impact of Multiple Sclerosis on
Patients and Their Caregivers», 2R13s pacientes con EM presentan un amplio espectro de sintomas
gue reflejan la localizacién multifocal de las lesiones en el SNC. La severidad y la amplia gama de
sintomas reflejan la carga lesional, la ubicacién y el grado de lesion tisular. Estdidadiadn termino
de lesiones, es responsable no s6lo de que los sintomas varian entre pacientes, sino también que los
sintomas varian en un mismo paciente a lo largo del tiempo, y este hecho torna a la EM en una
enfermedad impredecible. Si bien son vddablas manifestaciones clinicas mas comunes son:

1) Visuales: que incluyen la pérdida de vision, vision doble y neuritis Optica.

2) Vestibulares: veértigo 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, retencion, urgencia, constipacion, diarrea y reflujo.

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

7) Psiquiatricas: depresion, aislamiento social y ansiedad.

Los sintomas listados de 1 al 4 son los que suelen manifestarse en las primeras etapas de la enfermedad
y estan relacionados directamente con la desmielinizacion y la pérdida axonal. Luego se incluye como
sintomas secundarios los listados en el item 5 dadodichos sintomas son consecuencias de los
sintomas primariosrinalmente los sintomas terciarios, listados del item 6 al 7, son consecuencias
psicolégicas y sociales de la enfermefein-Zacharia, 2011; Ghasemiadt, 2017; Tafti etl., 2023)

Durante las etapas tempranas de la EM e incluso previo al diagnéstico 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 afios y con un ritmo de 0,1 al @&r%fio; sin embargo, en el caso de los
pacientes con EM, y principalmente en aquellos sin tratamiento, dicha atrofia se encuentra acelerada,
con disminucion del volumen del cerebro desde 0,5 al 1,35 %(@&@ioahnnoni etl., 2016) La atrofia
del cerebro puede estar localizada tanto en la sustancia gris como en la sustanc{amdaaeiaou
etal., 2019) La atrofia de la sustancia gris ocurre principalmente en las etapas tempranas de la
enfermedad y refleja la pérdida axonal y el dafio neuronal. El dafio extenso de la sustancia gris, en
particular la afectacion déhlamoesta asociado con una amplia gama de manifestaciones clinicas que
incluyen trastornos cognitivos, déficits motores, fatiga y alteraciones de la motilidad (Minkgar
etal., 2013) La atrofia progresiva del tdlamo fue descripta en los distintos tipos de EM y a su vez, la
pérdida del volumen talamico también fue descripta en pacientes pedi@fiicesal., 2011) Por su
parte, la atrofia de la sustancia blanca es indicativa de progresion y actividad de la enfermedad. Ambos
tipos de atrofia pueden ser visualizadas mediante imagenes de resonancias magnéticas (MRI, por sus
siglas en inglésjLie etal., 2022) Mas auln, la atrofia total del cerebro también puede ser definida en
término de cambio en la fraccién de parénquima cerebral (BPF, por sus siglas erfRugliég)etal.,

1999) El BPF se calcula como la relacion entre el volumen del tejido del parénquima y el volumen total
del cerebro y es uno de los parametros més utilizados cuando se analiza la atrofia(c&dbrall i Es k a
etal., 2023)

1.5. Inmunopatologia

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 destruccion y
pérdida de los oligodendrocitos, las células encargadas de onbnnielina (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 paci@fiézelnigg & Lassmann, 2014; Lassmann, 201&4)

bien, al dia de la fecha no se conoce con exactitud cuéles son los factores desencadenantes de la EM, se
describi6 que las lesiones focales son consecuencia de una reaccion inflamatoria producto de la
secrecion de citoquinas proinflamatorias y la sahente migracion al sistema nervioso central de
macrofagos y linfocitos T y B. En dicho contexto, ambos tipos de linfocitos reaccionarian
especificamente contra los autoantigenos presentes en el SNC, y con una reacciéon autoinmune como
resultado fina{Dendrou etl., 2015; Thompson, Baranzini,adt, 2018)

1.6. Poblaciones celulares involucradas en la patologia

1.6.1. Linfocitos T CD4

Los linfocitos T CD4+ virgenes, pueden diferenciarse a linfocitos T efectores (Thl, Th2, Th17)
o0 a linfocitos T reguladores (Treg) dependiendo de las citoquinas presentasiermambiente que
influencian su diferenciacién. Los linfocitos Thl se desarrollan cuando en el ambiente estan presentes
| as cit oqgu-4ld que activihkina cascadalde sefializacion que finaliza en la activacion del
factor de transcripcién-bet, caracteristico des linfocitos Thl; que a suvez secretar2IL e | NF o . E I
factor de transcripcidbn GATA es caracteristico de los linfocitos Th2 y estos secretdnllL-5 e IL-
13. Por otro lado, cuando la activacién ocurre en la presencia de las citoquinbsITGE3ly IL-6 o
IL-21, se favorece la diferenciacion de linfocitdel T, que a su vez se caracterizan por la expresion del
factor de transcri pci -1hFirRi@étetlos infoditas Trpgrse chractedzan n  d e
por la secreciéon de citoguinas antiinflamatoriad @, IL-35yTGFb y se di f eesentiai an be
de lacitoquna TGl vy expresan el f a c (Coigoriadise& vanrPasars 2085 pci - n
Lovett-Racke e#l., 2011; Sun «dl., 2023)

Segun estudios realizados en pacientes con EM y en modelos animales de la enfermedad, se
determiné que las recaidas son principalmente mediadas por linfocitos T efectores activados,
principalmente Thly Th17, que migran al parénquima del SNC y causareliigizagion, activacion
de células gliales y dafio axor{gljii etal., 2016; Legroux & Arbour, 2015)na de las potenciales
causas, es por un lado, la insuficiencia de la accién 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(Redniggez
Murda etal., 2022)

1.6.2. Linfocitos T CD8

La importancia de los linfocitos T CD8+ en la EM se confirm6 con el descubrimiento de dichas
células en las lesiones desmielinizantes de la sustancia blanca y gris. Se dpserdridloques de
tejido de placas desmielinizantes del cerebro, obtenidas a partir de autopsias de pacientes, el nUmero de

linfocitos T CD8+ correlaciona directamente con el dafio axonal y es mayor al nUmero de linfocitos T
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CD4+ en el sitio de la lesidifrrischer egl., 2009) Por otro lado, los linfocitos T CD8+ contribuyen al

dafio del SNC a través de la produccion de los mediadores proinflamatetioéHuseby etl., 2012)

y linfotoxina (Buckle etal., 2003) granzimas y perforingdfergan etal., 2011) A su vez, se observo

gue hay un aumento en el numero de linfocitos T CD8+ reactivos contra la proteina bésica de la mielina
(MBP, por sus siglas en inglés, myelin basic protein) en pacientes con EMRR y EMSP comparado con
los controlegSalou etal., 2015; C. A. Wagner al., 2020) Finalmente, la inhibicidn de los linfocitos

T CD8+ beneficia la disminucién de recaidas en los pacientes cq@&®hi etal., 2016)

1.6.3. Linfocitos B

Con respecto a la asociacion entre los linfocitos B con la EM, se demostré que los pacientes
desarrollan un incremento en la produccién de anticuerpos en el SNC, lo cual se evidencié como bandas
oligoclonales (BOC, por sus siglas en inglés) en liquiddaredmuideo(von Budingen eal., 2010)

También, se observo en los pacientes con EM, una desregulacion en el perfil de citoquinas secretadas
tanto por linfocitos B virgenes como de memoria, la secrecién anormal de citoquinas proinflamatorias
y/o la produccién insuficiente de citoquinas regatagd. En particular, los linfocitos B activados
producen cantidades excesivas de TNF, linfotoxina; GBF e 11-6 en estos pacientéSencioni etl.,

2021) Finalmente, ademas de su rol como células productoras de anticuerpos o células productoras de
citoquinas, los linfocitos B son eficientes células presentadoras de antigenos (CPA). La secreciéon de
citoquinas y la produccion de moléculas coestimuladorasdgsu activar los linfocitos T
proinflamatorios, modular su respuesta e inducir el reclutamiento de otros agentes inflamatorios como
los monocitos al SN@.ehmannHorn etal., 2015; R. Li etl., 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 patologia de la EM esta comprobado por el éxito de los tratamientos
dirigidos contra estastlulas (antiCD20), inclusive en su fase progres{@reenfield & Hauser, 2018;
Sabatino eal., 2019)
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Figura 3: Interaccion entre linfocitos B y TLos linfocitos B pueden actuar como CPA presentando

un antigeno a los linfocitos T en el contexto del MHC de clase Il. Dicha interaccion desencadena la
produccion de distintas citoquinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, asi como también la
produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B activados.

1.6.4. Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes en el SNC y tienen un rol dual en la
patogénesis de la EM. Por un lado, contribuyen con la progresion de la enfermedad secretando
citoguinas, metabolitos neurotéxicos y quimiocinas que promueven laaidigrde las células de la
periferia al SNC(Correale & Farez, 2015), en paralelo, promueven la migracién, proliferacion y
diferenciacion de los precursores de oligodendrocitos que contribuyen con la remielinjibméam
etal., 2011) El rol de los astrocitos en la patogénesis de la enfermedad y la reparacion del dafio
inflamatorio depende del microambiente que lo rodea, asi como también de la interaccion con otras

células y factores que influencian su activagkneeler & Quintana, 2019; Williams at, 2007)

1.6.5. Microglia y macréfagos

Bajo condiciones fisiologicas normales, el numero y la funcion deideoglia (macréfagos
residentes del SNC) estad controlado por el microambiente local; sin embargo, un estudio previo
demostré que en la EM la microglia adopta un estado de activacion que favorece la neurodegeneracion
(Perry & Holmes, 2014)Mas aun, el mismo estudio demostro que el mencionado estado de activacion

de la microglia se vio influenciado tanto por factores internos (como la inflamacion) o factores externos
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(como las infecciones). Estos factores provocan la liberacion de citoquinas, quimiocinas y otros
mediadores inflamatorios, que a su vez afectan la respuesta humoral de los linfocitos B y la funcién
neuronalAndersson & Tracey, 2012)amicrogliaactivada puede adoptar dos perfiles contrapuestos,

M1 (perfil citotéxico o proinflamatorio) y M2 (perfil inmunoregulador o antiinflamatorio), que se
diferencian por las citoquinas y mediadores moleculares que se@vietsser & Edwards, 2008El

perfil M1 es el responsable de secretar citoquinas com@ B 1L-23, quimiocinas y demas metabolitos

gue estan involucrados en el mecanismo de neurodegeneracién y también actian como CPA. Por su
parte, el perfil M2 esta involucrado en la eliminacdgl debris, necesario para la remielinizacién
(Rodriguez Murla «tl., 2022)

1.7. Mecanismos inmunolégicos involucrados en el desarrollo de la EM

Si bien el mecanismo a través del cual se produce el desarrollo de la EM todavia es desconocido,
se postula que la patogénesis de la enfermedad esta basada en la activacion de células inmunes
autorreactivas contra las proteinas de la mi€khetcher etl., 2010; R. Liu eal., 2022) La mielina
forma una vaina que rodea los axones y los cuerpos celulares de las neuronas. La vaina esta compuesta
por distintas proteinas como la proteina basica de la mielina (MBP, por sus siglas en inglés), la
glicoproteina asociada a mielina (MAG, s siglas en inglés) y la proteina proteolipidica. A su vez,
en su superficie se encuentra la glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG, por sus siglas en
inglés) que funciona como receptor y conecta fibras mielinizadas véagarwal etal., 2011; Kister
& Kister, 2023)

Hasta el dia de la fecha, el mecanismo a través del cual los linfocitos T se vuelven autorreactivos
todavia no fue elucidado, pero se postula que podria ocurrir por: a) Reaccion cruzada con antigenos
extrafios o b) El reconocimiento de antigenos proversetéé SNC que se filtran a los ganglios
linfaticos(Martinsen & Kursula, 2022; Miinz at., 2009) En cualquiera de los dos escenarios, las CPA
capturan los antigenos y se los presentan a los linfocitos T autorreactivos en los ganglios linfaticos.
Luego de su activacion y diferenciacién en la periferia a distintos subtipos proinflamatorios, los
linfocitos T autorreactivos migran al SNC atravesando la barrera hematoencefélica. Una vez en el SNC,
los linfocitos T autorreactivos pueden interactuar con células dendriticas, microglia y otras CPA que
presentaran antigenos en el contexto del MHC de clabajoi( histocompatibility complex, por sus
siglas en inglés); de esta forma los linfocitos T autorreactivos pueden ac{Becker etl., 2006;

Greter efal., 2005; R. Liu eal., 2022) A su vez, la estimulacién y activacion de los linfocitos T
autorreactivos conduce a la expansion clonal de los linfocitos T CD4+, que se diferenciardn en los
subtipos Thly Th17, productores de citoquinas proinflamatorias como IFN -UN FLT WGM-CSF

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

mencionadas citoquinas en el microambiente activa a macréfagos, células dendriticas, astrocitos y
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células de lamicroglia quienes en forma subsecuentemente, reclutan linfocitos B, linfocitos T CD8+
citotéxicos y mastocitos. El reclutamiento de todas estas células y la produccion de citoquinas
proinflamatorias, junto con otras moléculas neurotéxicas, conduce a la inflamac@mnueve el dafio

del sistema nervioso central a través de la destruccion de la mielina y los oligoden(Rodtaguez

Murda etal., 2022; G. F. Wu & Alvarez, 201{rigura 4).

Ademés de los linfocitos T autorreactivos, también existe una poblacién de linfocitos B
autorreactivos. Segun la literatura, existen estudios que sugieren que la presentacién antigénica y
coestimulacién de linfocitos B autorreactivos en el SNC podriaaadiifocitos T proinflamatorios,
gue secretarian de forma reciproca citoquinas inflamatorias y a través de la interaccion activaria nuevos
linfocitos B autorreactivos. De forma simultanea, los linfocitos B autorreactivos podrian diferenciarse a
células phsmaticas productoras de anticuerpos, que reconocen las vainas de la mielina y las proteinas
de los oligodendrocitos. La union de los anticuerpos a sus blancos induce la activacién de complemento
y promueve el dafio tisular, pero también activaria otragasetomo las NK que a través de un
mecanismo citotéxico también contribuyen a la destruccion de los téfidos etal., 2021; Dhaiban
etal., 2021; R. Li & BatOr, 2019)

Por su parte, durante el periodo de remision los pacientes con EM atraviesan una etapa de
recuperacion, que puede ser completa o parcial, y donde ocurre la remielinizacion de los axones; un
proceso que se basa en la reparacion de las vainas de mielidasdadf@s células involucradas en la
remielinizacion son las células de la microglia, células precursoras de oligodendrocitos,
oligodendrocitos maduros y astrocifddaciak etal., 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 dafio. Las células de la microglia y los astrocitos tienen un rol fundamental en el proceso de
repaacion, a través de la eliminacion de las células dafadas, asi como también en la produccién de
citoquinas y factores de crecimierftdyeda & Muramatsu, 2020Ptras células importantes durante el
proceso de remisién son los linfocitos T reguladores que secretan citoguinas inmunosupresoras y otras

moléculas antiinflamatorias, que regulan y limitan la inflamacién del @MGcanfroni etl., 2015)
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Figura 4: Mecanismos inmunes involucrados en el dafio a la mielidg Los linfocitos Thl y Th17
secretan distintas citoquinas proinflamatorias que activan la respuesta patolégica de macréfagos, células
de la microglia y linfocitos B. Dicha respuesta es soportada por los astrocitos que promueven una
respuesta inmune adicial a través de la secrecién de citoquinas y quimiocinas. 2) El dafio a la mielina

y a los axones, se produce por el accionar de linfocitos B, macréfagos, células de la microglia y
astrocite. 3) La respuesta inflamatoria en el SNC es modulada por los linfocitos T reguladores. Imagen
adaptada déRodriguez Murua l., 2022)

1.8. Etiologia

Al dia de la fecha, la etiologia de la esclerosis multiple no se encuentra completamente
dilucidada dado que no existe un Unico factor que pueda explicar el establecimiento y desarrollo de esta
patologia neurodegenerativa en el 100 % de los casos. Simgempdasado en el gran volumen de
literatura especializada al respecto, se puede hipotetizar sobre una compleja interaccion que involucra a
diversos factores, tanto genéticos como ambientales, y que determinarian la susceptibilidad de un
individuo a desawollar la enfermedadAlfredsson & Olsson, 2019; Goodinat, 2021; Olsson &tl.,

2017; Waubant «dl., 2019) En este sentido, se describié que la variabilidad genética so6lo podria
explicar, aproximadamente, el 30 % del riesgo de desarrollaflE®rnational Multiple Sclerosis
Genetics Consortium, 2019aientras que el 70 % restante deberia ser atribuido a factores ambientales

tales como la obesidad, el hbito tabaquico, la falta de vitamina D o infecciones por virus de la familia

-12 -


https://www.zotero.org/google-docs/?hLCDs8
https://www.zotero.org/google-docs/?DbV2zL
https://www.zotero.org/google-docs/?DbV2zL
https://www.zotero.org/google-docs/?x6rpAr
https://www.zotero.org/google-docs/?x6rpAr

Introduccién

Orthoherpesviridaeen particular el virus de Epstein Barr (EBBelbasis etl., 2020; Vandebergh,
Degryse, etl., 2022; Waubant eil., 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 multiples estudios en grupos familiares con EM, donde el factor
genético prepondero sobre los factores ambien(idmssenea | . 2005 ;al.,0o0BYWileman et
etal., 2003) Mas aun, segun estudios previos, el riesgo de desarrollar EM familiar en gemelos
monocigoéticos es del 17 %, en comparacion con el 2 % en el caso de gemelos dicigéticos. De forma
similar, el hecho de tener un hermano con EM aumenta el riesgo del indérittec20 y 40 veces,
comparado con individuos sin historia familiar de EAscherio etal., 2012; Ehtesham at., 2021;

Reich etal., 2018; Sawcer ell., 2014) A través de estudios de secuenciacién de exoma de distintas
familias con multiples miembros que padecian EM, se ha identificado variantes genéticas en los genes,
CYP27B1, TYK2, NR1H3 y NLRPIDyment efal., 2012; Maver el., 2017; Ramagopalan &,

2011; Z. Wang eal., 2016) Sin embargo, aun 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 etl., 2014) Si bien estos estudios demostraron una relacioén 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 proporcién de casos de EM cderesipoiividuos

sin antecedentes familiares dado que la EM familiar solo incluye el 12,6 % del total dg&Ebéessizam

etal., 2021; Harirchian el., 2018)

En afios recientes, y gracias a la aparicion y desarrollo de distintas técnicas de secuenciacion
masiva del ADN, se han detectado mas de 200 regiones genéticas distintas que confieren susceptibilidad
al desarrollo de la ENBeecham eal., 2013; Patsopoulos, 2018; Thompson, Baranziail.,.e2018)

Hasta el momento, la evidencia mas contundente, sobre dicha susceptibilidad es la relacién con algunos
alelos del complejo mayor de histocompatibilidad, particularmente el alelo de iHesgBRB15:01

(Kular etal., 2018; Murata, 2023; Patsopoulosket 2013)y la ausencia del alelo protectivo HLA
A*02:01 (Maghbooli etal., 2020; Ogawa &ll., 2019) En este sentido, estudios previos reportaron que

la prevalencia de dicho aletstarelacionado con un desarrollo mas temprano de la enfermedad, asi
como también se relaciona con el sexo femenino, el empeoramiento de los sintomas, la presencia de
BOCs en LCR, una mayor carga lesional en el cerebro y atrofia c§Bmlakrac & Louapre, 2022;

Balnyte etal., 2013; Hollenbach & Oksenberg, 2015) péptido autoantigénico presentado por el alelo
HLA-DRB15:01, es el péptido de la proteina basica de la mielina (MBP), ¥BfMamedov etl.,

2020) A su vez, muchos de los polimorfismos Unicos de nucleétidos detectados yacen en regiones

regulatorias o en la region codificante de genes asociados a la funciéon inmunoldgica. En este contexto,
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y por mencionar los mas relevantes, entre otros se han descripto diferentes polimorfismos en los genes
IL-17R, IL-2RA, TNFR1, BAFFCYP2R1e IQGAP1 (Dobson & Giovannoni, 2019; Waubantagt,
2019)

1.8.1.1. 1QGAP1 (IQ motif containing GTPase activating protein 1)

La proteina IQGAP1 pertenece a la familia de las proteinas IQGAP que incluye a IQGAP1,
IQGAP2 e IQGAPS3, todas las isoformas comparten estructura, dominios y la funcion de mediar
interacciones proteinaroteina(Hedman eal., 2015) IQGAPL1 es la isoforma mejor caracterizada y es
expresada de forma ubicua en todos los tipos cellaedgado eal., 2021; Malarkannan at., 2012)

A través de su interaccion con mdultiples proteinas blanco, participa en la regulaciéon de funciones
celulares que incluyen: sefializacién calcio/calmodulina a través de su interaccién directa con ambas
moléculas y la formacién de un complejo que regutadgresion del ciclo celular y la arquitectura del
citoesqueleto. También regula la sefalizacion CDC42 y Racl; a través de su inté@@£iPd inhibe

la actividad intrinseca de la GTPasa de Cdc42 y Racl para estabilizar la union de GTP en su forma
activa y de esta forma regulacebsslinkingde los filamentos de actina, la dinamica de los microtibulos

y la adhesion célulaélula mediada por-Eadherinatranscripcién mediada pércatenina, trafico de
vesiculas intracelulares, regulacion de diversosffastnucleares y sefalizacion celuBriggs &

Sacks, 2003; S. Choi & Anderson, 2016; Hedmaal.e2015; Thines «il., 2023; Watanabe at.,

2015) A su vez, se relaciona a la proteina IQGAP1 con el desarrollo de cancer, ya que se report6 su
sobreexpresion en diversos tipos de tumores, como el carcinoma hepatocelular, el melanoma, el
carcinoma de mama, cancera#ony en gliomagHebert etal., 2020; Peng &tl., 2021; White eal.,

2009) Sin embargo, diversos estudiasvivo presentaron resultadesntrapuestos sobre ésta teoria;
mientras que en una serie de trabajesdemostré que el aumento en la expresionQieAP1
contribuiria al crecimiento tumoral y a la desmejoria en el prondstooeson edl., 2013; Liang edl.,

2017; Wei & Lambert, 202])otros estudios demostraron que la delecioriQ@BAP1 en células
tumorales o estromales beneficiaria la tumorigénesis modulando la actividad de la proteina que codifica
para el factor de crecimiento transformanf&F, por sus siglas en inglés) a través de su union al
receptor de TGKEBessede all., 2016; Hensel etl., 2015; C. Liu efl., 2013; Wei & Lambert, 2021)

De modo similar, también se relaciona la actividad regulatoria de IQGAP1 con la modulacion de células
del sistema inmunitario, en particular con céliNasural Killer (NK) (Abel etal., 2018a; Awasthi «l.,

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

Se determin6 que IQGAP1 modula negativamente la respuesta inmune de los linfocitos T, asi como
también que su eliminacién conduce a un aumento de la produccion de citoquinas y una mayor
proliferacion de los linfocitos TOkuyama eal., 2020) Mas aun, segun reportes previos usando un
modeloin vivode raton, se demostr6 que la inflamacion en el cerebro y la espina dorsal resulté ser mas

severa en ratondsiockoutpara IQGAPIen comparacion con los ratones salvajes; motivo por el cual
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se postulé que IQGAPL podria estar implicada en desdrdenes inflamé@&oiosan etl., 2012b;
Okuyama etl., 2020; S. Sharma at, 2011) En paralelo, y en cuanto a la relacién entre la proteina
IQGAP1 y la EM, segun un estudio bioinformatico se determiné que IQGAP1l se encuentra
sobreexpresado en 18/19 tejidos de pacientes con EM, en comparacion con individuogAcatitrol

etal., 2022) Sin embargo, segun este estudio, la expresion de la molécula CD40 se encontraria
disminuida en células de los pacientes con EM comparado con los controles y esta informacién es
contradictoria a lo que indica el resto de los autores, donde han vistmmentalen la expresion de

CD40 asociada al riesgo del desarrollo de la enferm@hedraghi etl., 2015; Fadul edl., 2021) Por

su parte, se describié que el polimorfismo de nucleétido Unico (SNP, por su sigla enisijldg)9,
correspondiente al cambi@'G en la posicion cromosémica 90500583 el geNQGAP1se encuentra
asociado al riesgo de desarrollar EM. Mas aln, la modificacién del riesgo por parte de este SNP también
varia en funcion de si se encuentra en homocigosis o heterocigosis, dado que en individuos que presentan
homocigosis del alelos11609se reporté un aumento en la expresion del ARNmMQeAP1 en

comparacion con individuos que portan el alelo salikagshari eal., 2016)

1.8.2. Factores ambientales

Teniendo en cuenta que la susceptibilidad genética s6lo puede explicar una fraccion 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 dfehamedad. Si bien podrian ser factores
aditivos independientes, también se considera la posibilidad de que haya una interaccion sinérgica entre
los distintos factoregJacobs eal., 2020; Waubant etl., 2019) Mas alla de que el estudio y la
cuantificacién de los factores ambientales es mas complejo que el andlisis genético, resulta de gran
importancia identificarlos y poder asi accionar sobre los mismos, o incluso prevenirlos. La evidencia
mas contundente, fiexida al riesgo del desarrollo de EM, es al dia de la fecha, la relacionada con: el
habito tabaquico, la obesidad durante la adolescencia, los bajos niveles de vitamina D y las infecciones
virales (particularmente con el virgpstein Bary (J. Huang, Kockum, etl., 2022; Maroufi eal., 2021,
Zarghami etl., 2021)

1.8.2.1. Habito tabaquico

Distintos metaanalisis asi como también revisiones de literatura describieron una fuerte asociacion entre
el habito tabaquico y el riesgo del desarrollo de la @EMndel etal., 2011; Hernan etl., 2005;
Manouchehrinia edl., 2022 Nishanth etl.,202Q). Segun estudios epidemiolégicos, existe un aumento

de hasta el 50 % en el riesgo de desarrollar EM en individuos que fuman comparado con individuos que
nunca fumaron(Poorolajal etl., 2017) Dicha asociacion estaria relacionada directamente con la

cantidad de cigarrillos que se consumen por dia (dosis dependiente) asi como también de la cantidad de
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afos durante los cuales se mantuvo el habito tabagiectstrom etl., 2013; Pekmezovic at., 2006)

Mas auln, también se establecidé una relacion entre la progresion de la enfermedad y el consumo de
cigarrillos. En este sentido, fumar de manera regular se asocié con un fenotipo progresivo de la
enfermedad y el agravamiento de la discapacidad, mienteagejar de fumar, ya sea antes o después

del inicio de la enfermedad, se relaciond con una progresién mas lenta de la discédbaecilyaetal.,

2009; Hernan &dl., 2005; Manouchehrinia at., 2013) Si bien se propusieron varios mecanismos a fin

de explicar los efectos adversos del habito tabaquico, incluyendo los efectos sobre la desmielinizacion,
la produccién de citoquinas proinflamatorias, la alteracion de la barrera hematoencefalica, Iss efecto
inmunomoduladores y el aumento del Oxido nitrico y los metabolitos del 6xido nitrico, todos
permanecen aun bajo estudio y sujetos a disc(aiteth, 2020; Ascherio etl., 2012; Nishanth &tl.,

2020).

1.8.2.2. Sobrepeso y Obesidad

Segun los estudios llevados a cabo en distintas poblaciones, se establecié que existe una ventana de
tiempo critica, durante la cual un factor de riesgo tiene un mayor efecto en el desarrollo de la
enfermedad; tal seria el caso de la obesidad. En estgosesat demostré que la obesidad durante la
adolescencia es un factor critico que aumenta el riesgo de desarrollar EM en la edd€ adeda

etal., 2018; Haglund &tl., 2021; Schreiner & Genes, 2021; Wesnes.e2015) Por el contrario, otros

estudios demostraron que la préactica diaria de ejercicio pareceria ser un factor protectivo e incluso que
podria ayudar a combatir los efectos secundarios de la enfermedad, a través de la modulacion de factores
inmunitarios y horranas asociadas al estréortese edl., 2018; C. Li etl., 2022; Mokhtarzade at.,

2019) Si bien se encontrd evidencia que relaciona la EM con la obesidad, los mecanismos a través de
los cuales el indice de masa corporal (IMC) influencia el curso de la enfermedad no estan del todo claros.
En la actualidad, existen 3 propuestas principalesbyiscan dar respuesta a esta relacion: i) El tejido
adiposo produce vy libera citocinas proinflamatorias, tales como YFRNFU, que promueven la
respuesta Thly reducen la actividad de las células T regulébianasdan etl., 2021; Matarese at.,

2005) ii) Los individuos con elevado IMC, y que a su vez portan el alelo de ritis§ddRB15:01,

poseen 14 veces mayor posibilidad de desarrollar EM, comparado a los individuos que poseen el alelo
protectivoHLA-A*02 (Gianfrancesco edl., 2017; Hedstrom ei., 2014) iii) Las personas con mayor

IMC presentan niveles mas 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 etal., 2021; Jacobs at., 2020; Tobias «dl., 2023; Vandebergh, Dubois,att, 2022)
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1.8.2.3. Dosaje de vitamina D

Numerosos estudios demostraron que el incremento en los niveles de vitamina D antes de los 20 afios,
asi como también su suplementacién durante la edad adulta, confieren proteccién frente a la EM
(Ascherio etal., 2012; K. L. Munger ddl., 2006; Olsson etl., 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 progresion
de la misma a lo largo del tiemfpascherio etal., 2014; Sandberg at., 2016) El rol de la vitamina D

en el desarrollo de la EM esta sustentado también por evidencia genética. Se detectaron ciertos
polimorfismos que se encuentran en regiones cercanas a genes involucrados en el metabolismo o
regulacion de la misma, que estarianologrados en un aumento de susceptibilidad de la EM. Por
ejemplo,en los genes que codifican para las prote@¥827B1(Simon efal., 2011; Sundqyvist etl.,

2010) DHCR7, CYP24Al1 y CYP2RIT. J. Wang eal., 2010) En forma adicional, también se
demostré la interaccién entre este factor ambiental y el alelo de Hegg®RB15:01(Handunnetthi

etal.,, 2010; Ramagopalan & Ebers, 2Q0Bn particular, se identific6 un elemento funcional de
respuesta de vitamina D (VDRE, por sus siglas en inglés) localizado en la regiéon promotora-del HLA
DRBL1 al cual se une la vitamina D y particularmente este elemento siempre esta presente en el haplotipo
HLA-DRB1*15(Ramagopalan &tl., 2009) Tal como ocurre para el resto de los factores ambientales
involucrados en el aumento desceptibilidad de la EM, el mecanismo a través del cual la vitamina D
confiere un efecto protectivo ain es desconocido. La teoria mas aceptada en la actualidad, postula
principalmente su rol como factor inmunomodulafitorreale etl., 2009; Saini edl., 2016) Esta

teoria se sustenta en el hecho de que en su forma activa, la vitamina D estéa involucrada en la activacion
y proliferacion de linfocitos B y T, la diferenciacion de linfocitos T a los perfiles Thl, Th17 y Treg, el
reclutamiento de linfocitos T espéicos de tejido y la producciéon de distintos isotipos de anticuerpos
especificos (IgA e IgG), todos procesos desregulados en una enfermedad autoinmune como la EM
(Dudani etal., 2011; Miclea eal., 2020; Mora eal., 2008; Sintzel ail., 2017) Sin embargo, los
estudios clinicos randomizados de suplementacién de vitamina D a pacientes con EM, no demostraron
un impacto efectivo en la enfermed@hssard edl., 2023; Dorr eal., 2020; Hupperts &i., 2019)

1.8.2.4. Agentes infecciosos

Uno de los factores més estudiados en los ultimos afios en relacion con el riesgo de desarrollar la EM es
la presencia de agentes infecciosos, especialmente los virus de la @thitiberpesviridaecomo el
Varicellovirus humanalpha3virus Varicela Zoster)Lymphocryptovirus humangammddirus de

Epstein Barr),Cytomegalovirus humanbetg®itomegalovirus) o lodRoseolovirus humanbetaga
Roseolovirus humanbetabldonde los dos Ultimos son virus muy relacionados y conjuntamente
denominados herpesvirus human@@®nati, 2020; Sedighi &l., 2022a; J. O. Virtanen & Jacobson,

2012) En forma adicional, también se describi6 que las infecciones bacterian&hlparydia
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pneumoniagy Staphylococcus aureysodrian actuar como factores iniciadores del desarrollo de la
esclerosis multiplg¢Alinezhad etal., 2021; Arjmandi eal., 2023; Cossu etl., 2018) La principal

relacion que se encuentra con la enfermedad es la epidemiologia, el aumento de la respuesta inmunitaria
a los agentes infecciosos, la evidencia en modelos animales o en otras enfermedades desmielinizantes
gue demuestran que los patdgenos cimerados podrian inducir dafio de la mielina con una
conservacion relativa de los axones, provocando dafios en el sistema nervioso central e inflamacién
(Marrodan etl., 2019; Venkatesan & Johnson, 2014)

1.8.2.4.1. Citomegalovirus

El Citomegalovirus (CMV), cCytomegalovirus humanbetaBfecta a més del 70 % de la poblacién
mundial. Se transmite principalmente a través de la via sexual o el contacto con saliva u orina del
individuo infectado. Sus células diana son las del linaje mieloide, en especial macrofagos y células
dendriticas y & replica en las glandulas salivales y el tejido cerdfaffiths etal., 2015; Gupta &
Shorman, 2023; Olival ell., 2013) Si bien en la mayoria de los casos, la infeccion es asintomatica,
luego de la infeccién primaria, el CMV permanece latente en las células presentadoras de antigenos que,
ocasionalmente pueden reactivarse y presentar el antigeno a las células T, pdm@etivacion y
expansion de linfocitos T CDE@D28“', que se postuld podrian contribuir a la patologia de
enfermedades autoinmung$anley & Bollard, 2014)La evidencia al dia de la fecha que propone una
asociacion 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 podria ser
protectivo (Thakolwiboon etl., 2020a; Vanheusden at, 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 titulos de anticuerpos IgG especificeSMNtiy carga viral, comparado con

los individuos sanofHorakova etl., 2013; Salim eal., 2017; Sanadgol at., 2011) Sumado a esta
evidencia, se determindé que los pacientes seropositivos para CMV presentan mayor atrofia de la
sustancia gris y del cerebro en comparacién con los individuos CMV neddiivadinov etal., 2014)

Por otro lado, existe evidencia en favor de un rol protectivo de la enfermedad, segun estudios de
metaanalisis 0 estudios previos al desarrollo de la EM, la seropositividad del CMV estaria asociada con
una reduccién en el riesgo del desarrollo de larerddad y con menor atrofia cerebf@lrut etal.,

2021; Sundqyvist dl., 2014; Zivadinov edl., 2006a)Dado lo expuesto anteriormente, el rol del CMV

en la patologia de la enfermedad es aun especulativo y sin implicancias en el cuidado o la prevencién
de la enfermeda@hlari-Pahissa eal., 2018; Grut eal., 2021; Pakpoor, Pakpoor,at, 2013)

1.8.2.4.2. \Virus Varicella Zoster

En paises templados, la infeccién con el Virus Varicella Zoster (VZV, posiglasen inglés), o

Varicellovirus humanalpha®icurre normalmente durante la nifiez; y en edad adulta, aproximadamente
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un 9695 % de los individuos son seropositivos para la VEWjadi etal., 2017; Gershon al., 2015)

Por su parte, en paises tropicales o subtropicales la seroprevalencia disminuye, siendo en este caso del
40-60 % en paises como Pakistan, Singapur e India o aproximadamente del 80 % en Emiratos Arabes
y Arabia Saudit§dDaulagala & Noordeen, 2018}l contagio ocurre a través de aerosoles respiratorios

o el contacto directo con los fluidos de las vesiculas. Durante la infeccion primaria, el virus infecta
células epiteliales, en las cuales se replica, y los viriones liberados se esparcen hagiglims g
linfaticos(Zerboni etal., 2014) Luego de la primoinfeccién el virus permanece en estado de latencia en

los ganglios dorsalgsyoade & Kumar, 2023)Tal como ocurre con el CMV, la evidencia de la relacion

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 deffermedadasi como también existen estudios que le asignan

un rol protectiva(Khalesi efal., 2023; Rice etl., 2021; K. Sharma el., 2022) En este sentido, una
revision de 6 estudios observacionales de la poblacién determiné un aumento en el riesgo de desarrollar
EMRR en los individuos con infeccién pasada por VBitKay etal., 2015) En el mismo sentido,

otros estudios lograron detectar ADN del virus tanto en LCR (100 %) como en CMSP (90 %) durante
los episodios de recaidas, mientras que durante la etapa de remision dichos porcentajes disminuyen
(RodriguezViolante etal., 2009a; Sotelo etl., 2014) La presencia de ADN viral en los mencionados
compartimentos durante el periodo de recaida de la enfermedad implicaria una reactivacion del virus y
gue la misma podria estar participando de la patogénesis de la enfe(Beteétal etal., 2007a) Por

otro lado, distintos autores no validaron dicha relacion, 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 correlaciéon entre
la seroprevalencia del VZV y la enfermed&danciotta etl., 2009; Marrie, 2004; Marrie & Wolfson,

2001a)

1.8.2.4.3. Generalidades del Epstein Barr

El virus Epstein Barr (EBV, por sus siglas en inglésjroghocryptovirus humangamasun virus

ubicuo, que se estima que infecta a mas del 90 % de la poblacién njDadiania etl., 2022; Gross

etal., 2010; Hoover & Higginbotham, 2023; Tzellos & Farrell, 20E2EBYV es uno de los herpesvirus
humanos que evoluciorjantamente corel hombre, desarrollando estrategias de persistencia a largo
plazo beneficiosas para la supervivencia iBd Abdullah etl., 2017; Berenstein at., 2018) La

edad de contagio del EBV esté influenciada principalmente por los factores socioeconémicos de la
poblacién. Tipicamente, en paises en vias de desarrollo, donde los nifios estan en contacto muy estrecho
con sus pares y comparten juguetes, biberonegilibs, la infeccion primaria es asintomatica y ocurre
durante la infancigP. A. Chabay & Preciado, 2013Por su parte, en paises desarrollados, la
primoinfeccidon con EBV suele demorarse hasta la adolescencia o adultez temprana, donde la infeccion
suele producir sintomas mas severos, conocidos como mononucleosis infecciqiéofidéni etl.,

2023; Rostgaard etl., 2019) Por su parte, é&BV tiene la capacidad de transformar células &itro
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ein vivoy debido a esto la Asociacion Mundial de la Salud lo considera un agente carcindgeno tipo 1
en humanos desde el afio 19Blmmans, 1997)El potencial oncogénico del EBV fue demostrado por
infeccionesin vitro de linfocitos B y su posterior transformacion en lineas celulares linfoblastoides
(Saha & Robertson, 201%i bien el EBV no infecta animales pequefios de laborgtrivang, 2013)

a través de un estudio vivo se demostro la capacidad del EBV de transformar fibroblastos de raton y
volverlos tumoralegD. Wang etl., 1985) Otras aproximaciones que lograron realizarse hasta el
momento incluyen el uso de ratones transgénicos que desarrollan tumores de linfocitos B y la infeccion
con el EBV en ratones reconstituidos con células hematopoyéticas humanas que transitan un linfoma
(Miinz, 2017b; Sommermann at, 2020) EI EBV es relacionado con una variedad de enfermedades
neoplasicas tales como: carcinoma nasofaringeo, linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, carcinoma
gastrico y desdrdenes linfoproliferativos post traspléiyee etal., 2020; P. J. Farrell, 2019; Kanda

etal., 2019; Neves al., 2017; Shannehowe & Rickinson, 2019; Wong al., 2022)

1.8.2.4.3.1. Distribuciéon geogréfica y variacién genética del EBV

El EBV infecta en forma exitosa a todas las poblaciones en todas las regiones geograficas del planeta;
sin embargo,presenta variaciones geogréaficas en cuanto a la distribuciébn de genotipos virales y
porcentaje de asociacion con las diferentes patologias neoplésicas. Se han identificado dos tipos virales:
EBV1 y EBV2 (antiguamente denominados tipo A y B). EBV1 y EBV2ikn principalmente en la
secuencia de los genes que codifican para los antigenos nuéiiNé2, EBNA3A, EBNA3B y

EBNA3C (Humans, 2012; Murata, 2023; Samplalet1990) El EBV de tipo 1 es el mas 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, Papia Nueva Guinea y Africa O@itaduez etl., 2021;

Chiara etl., 2016; Correia el., 2018; Neves &l., 2017; Telford eal., 2020)

Una caracteristica particular de las enfermedades vinculadas al EBV, es la variabilidad en la frecuencia
de apariciéon de estas patologias en distintas regiones del mundo, asi como la sintomatologia que incluye
infeccionesasintomaticasasi como también infecciones asociadas a tumores mafiyhétiang etl.,

2023) En particular, el carcinoma nasofaringeo tiene una alta prevalencia en el sudeste asiatico,
mientras que en el norte de Africa es menos comun y practicamente no se detectan casos en América
del Sur(C.--L. Hsu etal., 2024) Sin embargo, la asociacion con el EBV es del 95 % en todas las regiones
geograficagSu etal., 2023) Por otro lado, el linfoma de Burkitt es comun en Africa ecuatorial, donde

la relacion con el virus es casi del 100 %, mierqrasen otras partes del mundo, donde se presenta de
forma esporadica, su incidencia es mas baja, y la vinculacion con el EBV varia entr8Qf62En

paises desarrollados, hasta un 90 % en algunas poblaciones, como en el noroestdAlelrasgat

etal., 2023; Brady etl., 2007a) En cuanto al linfoma de Hodgkin (LH), la incidencia es
considerablemente mas alta en Europa y América del Norte, pero se reduce en América del Sur, siendo

raro en Africa y el sudeste asiatich Huang, Pang, et., 2022; Zhou edl., 2019) La relacién con el
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EBV varia segun el nivel socioecondmico de la region, mostrando una mayor asociacioén en paises en
desarrollo que en los desarrollados. No obstante, en Argentina, los porcentajes de asociacion son
similares a los de los paises mas avanzados [Chabay2&08;,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 patologias neoplasicas fueron ampliamente defCdptaia etal., 2018;

Kanda etal., 2019) sélo se realizaron escasos estudios de variantes virales y su asociacion con la EM
(Brennan etl., 2010; Mechelli eal., 2015a; Tschochner a&t, 2016)y ninguno de estos estudios
incluyé pacientes con EM de nuestra region geogrdfsee Ultimo hecho es el motor que impulsa la
necesidad de caracterizar polimorfismos en genes virales que podrian jugar un papel de importancia en
el establecimiento y progresion de la EM, en particular en una poblacion de pacientes y dadores sanos
de nuesa regidon geografic&n este trabajo de tesis, buscamasmcterizar posiblgmlimorfismos en

los genes que codifican para la interleuquina 10 viral (vIL10) y en el antigeno nuclear 2 de Epstein Barr
(EBNA2).

1.8.2.4.3.2. Expresiéon de genes liticos vy 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 promotoresailg el genoma viral posee aoijenes
dereplicacion OriP y OriLyt, que posibilitan la replicacién del genoma viral en los dos estados de la
infeccion(Smatti efal., 2018a) Esta estructura gendmica le permite al virusxfaesiordiferencial de

genes en las dos fases denfeccion la faselitica, donde se expresan la mayor parte de los genes
virales, y la fase de latencia, en la cual sélo se traducen los 9 genes de (lshgrates 2023)Durante

la fase %tica, 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 cortacgiéncon el nombre de fase replicativa. En esta
etapa se expresan todos los ORFs, que se clasifican en inmediatamente tempranos, tempranos y tardios
(Chiu & Sugden, 2016; Gruffat at., 2016) Los genes inmediatamente tempranos (BZLF1 y BRLF1,

gue codifican para los antigenos Zta y Rta, respectivamente) actian como factores de transcripcién viral
de los genes tempranos. A su vez, son considerados transactivadores del programa viraljiteco, ya

son los responsables del cambio desde el estado de latencia al cic{@litt@l., 2022; H. Li efl.,

2016) Los genes tempranos estan involucrados en la replicacion, metabolismo, bloqueo de
procesamiento antigénico y son proteinas transactivadores de los genes tardios. Entre los genes
tempranos se pueden nombrar: BGLF5 (ADNsa alcalina), BXLF1 (timidina qui8BF5 (ADN
polimerasa), BALF2 (proteina de union al ADN), BMRF1 (antigeno 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 viralfA. Chakravorty eal., 2019; Shareena & Kumar, 2023)
Finalmente, los genes tardios codifican principalmente para proteinas estructurales; en este sentido se
pueden mencionar a las glicoproteinas de la membrana viral, proteinas involucradas en la interaccion
con el receptor celular, la fusiébn con la memhbrae la célula diana y la entrada viral (BLLF1
(gp350/220 union con el receptor CD21), BXLF2 (gp85, gH), BKFR2 (gp25, gL), BZLF2 (gp42) y
BALF4 (gp 110, gB)), la proteina del tegumento viral BNRF1 (p143) y las proteinas de la cipside viral
BCLF1 (VCA p55) BDRF1 (VCA p40) y BFRF3 (VCA pl8Murata efal., 2021; Yap eal., 2022)

Luego de la infeccion litica, el genoma del EBV se circulariza y durante la fase de latencia viral
permanece en el nacleo del linfocito B en forma de episoma extracromosémico. En este sentido, se
estimo que 1 de cada millén de linfocitos B de memoria peeoen infectados por EBV a lo largo de

la vida del portadofBornkamm & Hammerschmidt, 2001; Buschle & Hammerschmidt, 2@@ante

la fase de latencia, no hay produccion de particulas virales y la expresién de la mayor proporcion de
genes virales se encuentra silenciada, y de esta manera el virus evade al sistema inmunitario del
hospedadofMurata, 2023; Price & Luftig, 2015xisten 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 patologia a la cual el virus se encuentra asociado.

Durante la fase de latencia, hay una expresion limitada de antigenos virales. La fase de latencia 0, es
caracterizada por el arresto de todas las proteinas virales, solo se transcriben los ARN no codificantes
(BART, BHRF1 y EBER) y se asocia a la infeccion en un portador sano inmunocom igtergan

etal., 2022) En la fase de latencia I, solo se expresa el antigeno EBNAL1 (antigeno nuclear 1), durante
esta fase los linfocitos B de memoria se multiplican y se asocia con el linfoma de @umkitt &

Farrell, 2005; Frappier, 2021n la fase de latencia Il, se induce la diferenciacion de linfocitos B, se
expresan los antigenos EBNAL, LMP1/2A y los ARN no codificantes EBERs y BARTS, se relaciona
con las células tumorales del carcinoma nasofaringeo y linfoma de H¢Bgkm & Luftig, 2015; Yu

& Robertson, 2023)La ultima fase, que es la mas activa transcripcionalmente, es la fase de latencia lll,
en la misma se expresan todos los antigenos de latencia: antigenos naB8Ba&®s2, 3, 3A, 3B, 3C

y LPy las proteinas de membrana LMPs (LMP1, 2A y(@8uvard etal., 2009; Price & Luftig, 2015)

Dicha fase se encuentra asociada con desordenes linfoproliferativos postrasplante, desorden
linfoproliferativo ligado al cromosoma X y mononucleosis infecc{@sappier, 2021; Yu & Robertson,

2023)

1.8.2.4.3.3. Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacion del EBV se divide en tres fases: infeccion primaria, latencia y reactivacion litica.
El EBV se propaga a través de la saliva de un portador, y la infeccion primaria ocurre en la cavidad oral

(orofaringe), principalmente en las amadas de un individuo susceptible. Segun la teoria aceptada en
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la actualidad, el virus tiene la capacidad de infectar células epiteliales donde se produce la infeccién
litica, con produccion de nuevas particulas virales que conduce a la amplificacion y liberacion del virus
que finalmente infectaran a los linfocitossBgenes subyacentes. Por su parte el EBV también tiene la
capacidad de traspasar el epitelio faringeo e infectar directamente los linfo¢BoseBal., 2022;
Tonoyan etl., 2019) El virus EBV se une a través de la proteina viral gp350, a la proteina CD21
presente en los linfocitos B virgenes, seguido de la interaccién de la proteina viral gp42 con la molécula
MHC de clase I[ShannoA_owe & Rowe, 2014)A su vez, como las células epiteliales carecen de la
proteina CD21, la union se produce por la interaccién BMIRF-2 (presente en el EBV) y la integrina

bl (presente en (Bpackebtt, @VOD; Xiaoseal.£2009)tUad vezaglieeskvirus es
internalizado por la célula, su genoma es transportado al nucleo, donde serd replicado por las ADN
polimerasaqOdumade eal., 2011) Luego de la entrada a los linfocitos B existen dos escenarios
posibles; el inicio del ciclo litico; o por otro lado, el establecimiento del ciclo de latencia, que comienza
expresando todos sus antigenos los cuales se van silenciando progresivamestierzatae por
completo(Damania etl., 2022; Soldan & Lieberman, 2023)

Una vez que el EBV infecta los linfocitos B virgenes, induce su proliferacion y su transito hacia el
ganglio linfatico, donde comienza la diferenciacion a linfocitos B de memoria a través del centro
germinal (Smatti etal., 2018a) A su vez, se postula que el EBV tiene la capacidad de infectar
directamente los linfocitos B de mema(fidrozek-Gorska etl., 2019a)En cualquier escenario posible,

el virus permanecera en los linfocitos B de memoria en estado de latencia 0 (donde deja de expresar sus
antigenos virales y permanece indetectable para el sistema in(@agnor.owe & Rickinson,

2019) Eventualmente, los linfocitos B de memoria infectados en estado de latencia se reactivan frente
a distintos estimulos y esto conduce a un nuevo ciclo de replicacién viral con liberacién de particulas
virales infecciosas, de forma tal que el EBV puede disgmse a nuevos hospedadores o mantener la

infeccidn persistente en el mismo hosped#Bmura 5) (Smatti efal., 2018a)

- 23 -


https://www.zotero.org/google-docs/?CZjRN2
https://www.zotero.org/google-docs/?CZjRN2
https://www.zotero.org/google-docs/?wu4Vg0
https://www.zotero.org/google-docs/?9bklIw
https://www.zotero.org/google-docs/?gybNMb
https://www.zotero.org/google-docs/?RXcDSE
https://www.zotero.org/google-docs/?RvTORp
https://www.zotero.org/google-docs/?BJCviH
https://www.zotero.org/google-docs/?QU5oJU
https://www.zotero.org/google-docs/?QU5oJU
https://www.zotero.org/google-docs/?0oJN6C

Introduccién

EBV EBV

~

Infeccién primaria ey Infeccién persistente

Epitelio =
Orofaringe i

Linfocito B | e Linfocito B

de memoria {8} \V‘mﬁ”% \\A\' 4}- &) s
o 7 ol = O DY
1) — Linfocito B L B
s de memoria " virgen
(@) AN S
fand f\ 7‘/‘ ". =
Sangre periférica ' '
Tejidos linfoides
/ \/ Latencia Ill ()] O o @)
Linfocitos T O O O
cpbs
O OOO citotéxico O O O ,\ /, O

O ®)
O Tk g S

Célula NK /

Centro germinal

Linfocitos T
CDS8 citotéxico

Latencia I/1l

O Latencia 0 Centro germinal
® Reservoriode |'
@) linfocitos B de
(@) memoria :

Figura 5. Esquema de la infeccion primaria y persistente por EEBE muestra el compartimiento
faringeo y circulacién periférica en ambas condicioBada infeccién primaria, la entrada del virus al
organismo del hospedador se da a través del epitelio de la orofaringe. EI EBV se replica en el epitelio
oral formando focos de replicacion litica, los viriones se liberan e infectan linfocitos B virgewes y/
memoria. A su vez, se cree que el virus puede atravesar el epitelio e infectar directamenta su célul
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 infeccién. Algunos linfocitos B infectadevadiranel sistema inmune y comenzaran a disminuir la
expresion de sus antigenos virales, dejaran de proliferar y se convertiran 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 permanecera en estado de latencia 0 (donde deja de expresar sus antigenos virales y
permanece indetectable para el sistema inmune). Y la otra ruta es independiente del centro germinal, la
diferenciacioén a linfocitos B de memoria es diragjubr el EBV. Ocasionalmente, ocurre la reactivacion

de los linfocitos B de memoria, que iniciaran nuevamente el ciclo litico de la infeccion, posiblemente
inducido por la diferenciacion a células plasmaticas. Se produciran nuevas particulas viralessinfect

gue infectaran nuevas células epiteliales o linfocitos B, en los cuales iniciard un nuevo programa de
latencia. De esta forma, el EBV se asegura de mantener la infeccion en el hospedador e infectar nuevos
hospedadores.

1.8.2.4.3.4. Proteinas viL10 y EBNA2

Interleuquina 10 viral

La interleuquina 10 viral, codificada por el gen BCRF1, se expresa en forma inmediatamente temprana
durante la fase litica de la infeccion y presenta un 80 % de identidad con su proteina homéloga celular,
la interleuquina 10 humana (hiL1Q)og etal., 2018) El EBV induce la expresion de vIL10 y hIL10
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para evadir al sistema inmunitario y permanecer en el huésped con una infeccion pgSdténteh
etal.,2022) La expresi-n de vIL10 inhibe I a producci
promueve la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B y la produccién de inmunoglobulinas
(Jochum edl., 2012) En el contexto de la EM y teniendo en cuenta el rol inmunomodulador de la vIL10,

se podria proponer que los polimorfismos en la secuencia codificante de vIL10 podrian alterar el fino
balance en el montaje de la respuesta inmune frente a la infecci@ lgsgpolimorfismos en su
promotor podrian afectar el nivel de expresion de la v(BEB-Or etal., 2020; Schonrich etl., 2022)

Ambos escenarios, en forma aislada o en conjunto, podrian participar de la inmunomodulacién que
contribuya al establecimiento y progresion de la EM. Segun mi mayor entender, al dia de la fecha sélo
se publicé un trabajo que estudié polimorfismos endaesgcia codificante de la vIL10 en nifios con

EM y no se describieron variantes asociadas con el riesgo de la enfe(ifealathl., 2013) Mas adn,

el estudio de polimorfismos en el gen que codifica para vIiL10, en patologias neoplasicas como el
carcinoma nasofaringeo o el carcinoma gastrico, ambos asociados a EBV, describié un elevado grado
de conservacién de la secuencia de la vIL10, & sugiere una funcion critica de esta interleuquina en

la evasion del sistema inmune dekpedador duranta replicacion del EB(Chao efl., 2011)

Antigeno nuclear 2 de Epstein Barr

El antigeno nuclear 2 de Epstein Barr (EBNA2) codificado por el gen BYRF1, es una de las seis
proteinas virales expresadas en el nucleo de linfocitos B infectadasstedétde latencia y es esencial

para la inmortalizacion de las célulagAbel etal., 2018b) El antigeno EBNA2 posee la capacidad de
modular la actividad de factores de transcripcion celular como RBPJk, a través de la activacion de las
vias de sefalizacion celular y el aumento de la expresién de moléculas marcadoras del linfocito B como
CD23y (D21 (Glaser etl., 2017; Saha & Robertson, 201Més aun, posee actividad transactivadora
sobre la transcripcion de genes virales, entre ellos los genes que codifican para las proteinas latentes de
membrana (LMPs). En el dltimo caso, la capacidad transactivadora no se ejerce a través de la unién al
ADN del gen diana sino a través de la modulacion de factores de transcripcion(Eeildag etal.,

2015; D. Y. Wu enl.,, 1996) EBNA2 es considerado un buen candidato para ser secuenciado y
estudiado, ya que es uno de los genes mas polimorficos del EBV y se identifico la interaccion de dicho
antigeno con varias proteinas celulares del hospedador. Particularmente, los SNBe de teeEM:
TRAF3/RCORL (rs1258869) y CD40 (rs1883832) se encuentran localizados en sitios de unién del factor
de transcripcion EBNARAfrasiabi etal., 2019, 2023; Keane &L, 2021) Por otra parte, se describieron
polimorfismos en el gen viral BYRFL1 presentes en los pacientes con EM y diferentes de los observados
en controles sanos, en estudios realizados en E(vmudelli etal., 2015a; Varvatsi etl., 2021a)Sin

embargo, aun resta confirmar si dichos polimorfismos estarian asociados al desarrollo de la EM en todas
las regiones del mundo o si por el contrario representan variantes virales de circulacion 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 infeccion, los linfocitos T GitBtoxicos y las células NK, se expanden
rapidamente para controlar y destruir los linfocitos B infectgdasdop etal., 2007; Humans, 2012;

Minz, 2017a)Las células NK tienen un rol de preponderante durante la infeccién primaria y replicacion
litica, su respuesta se monta 1 o 2 dias luego de la infeccién y actia como la primera linea de defensa
del sistema inmunitari o(Png etal.y 20215 lros kinfocitoa T €08t oqu i n
citotoxicos reconocen, mediante su receptor de células T (TCR), los antigenos virales en el contexto de
las moléculas MHC de clase | de los linfocitos B infectados y proliferan a fin de lograr su eliminacion
(Hislop etal., 2007; Minz, 2017afFinalmente, se reportd la presencia de anticuerpos neutralizantes
especificos contra el EBV que tienen la capacidad de unirse directamente a las particulas virales libres
(Abbott etal., 2017; Jayasooriya ak, 2015) Cuando ocurre la reactivacién del virus, se monta
nuevamente una respuesta celular de linfocitd3DB" de memoria especificosontra el EBV que
removera las células infectadas. Sin embargo, y dado que el virus logra silenciar la expresiéon de sus
antigenos, la respuesta inmunitaria nunca sera lo suficientemente eficiente para erradicar por completo
la infeccidn; de esta forma @rus persiste produciendo niveles intermitentes o0 muy bajos de viriones

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

1.8.2.4.3.6. Deteccion vy diagndstico de la infeccién del EBV

Existe una amplia gama de herramientas para la deteccién del EBV, incluyendo ensayos seroldgicos
como ELISA (ensayo panmunoadsorciorigado a enzimas), IFl (ensayo de inmunofluorescencia
indirecta), quimioluminiscencia, inmunoblot, asi como también ensayos de deteccion de &cidos
nucleicogAbusalah etl., 2020; H. Chen etl., 2022) Determinando por serologia los anticuerpos IgG

e IgM antiVCA y antrEBNAL, es posible distinguir entre infeccion activa o pasada. Los anticuerpos
IgM dirigidos contra el antigeno VCA, se generan temprano en la fase activa de la infeccién, y luego su
titulo disminuyehasta desaparecarlas pocas semanas. Porpsute, losanticuerpos IgG dirigidos

contra el antigeno VCA, se generan durante el desarrollo de la infeccion aguda y permanecen estables
por toda la vida del portadgbe Paschale & Clerici, 2012; Smattiadt, 2018a) Finalmente, los
anticuerpos IgG anttBNA1 aparecen de forma tardia, 3 a 6 semanas post infeccion, y permanecen de
manera estable durante toda la vida del portéaifour Jr etal., 2015) La presencia de anticuerpos

IgG e IgM antiVCA y la ausencia de anticuerpos de tipo IgG-&BNA1 determinan una infeccion

aguda. Por el contrario, la presencia de anticuerpos IgG VCA y EBNAL, en ausencia de IgM VCA es
un indicativo de infeccion pasadaa presencia de IgG VCA y EBNAL e IgM VCA indica infeccion
primaria tardia o reactivaciqGartner etal., 2003; Hess, 2004).a presencia de sélo IgG VCA o so6lo

IgG EBNAL también son indicativos de infeccion pasada, sin embargo, es imperativo considerar que
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hasta el 10 % de los individuos infectados con el EBV podrian nunca producir anticuergNiti

(Balfour Jr etal., 2015) por lo que siempre es recomendable pesquisar la presencia de ambos
anticuerpos. Existen a su vez anticuerpos especificos para otros antigenos que pueden detectarse, como
el anticuerpoantiantigenotemprano (EA), que es expresado durante la fase de convalecencia de la
infeccion y esta compuesto por dos componentes: difuseD(BArestringido (EAR) (Crowley etal.,

2012) El titulo de anticuerpos IgG EB incrementa dentro de las 3 a 4 semanas post infeccion y luego

de los 3 meses suele no ser detectable, si bien entre un 20 y 30 % de los portadores sanos mantienen los
titulos detectables. Los titulos de anticuerpos Ig&REpermanecen hasta 2 afios después de la
infeccién. Altos titulos de EA o EA-R indican reactivacion de la infeccion latente del EB\gura

6) (De Paschale & Clerici, 2012)

Incubacion Fase aguda Fase cronica
A L 1L J1L
I L)

ADN en suero

<€ >

IgG VCA

EBNA

Titulos de anticuerpos

EA-R/D
lg;VI VCA

r rr 1 rrr 1 1 1 11
01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

Semanas post exposicion

Figura 6: Respuesta seroldgica a la infeccion de EBSN.titulo de anticuerpos IgM VCA se detecta
durante la fase activa de la infeccion y luego de la convalecencia disminuye. Los titulos de anticuerpos
IgG VCA incrementan al mismo tiempo que IgM VCA y se mantienen estables a lo largo de toda la
vida del porador. Los titulos IgG EBNA comienzan a ser detectables en forma tardia durante la
infeccion y al igual que IgG VCA se mantienen constantes por el resto de la vida del huésped. Los titulos
de anticuerpogyG EA-D o0 R, incrementan en la fase aguda de la infeccién y luego disminuyen durante
la convalecencia. Imagen adaptaddSiaatti etal., 2018a)

1.8.2.4.3.7. EBV y Esclerosis Mdltiple

La EM es considerada una enfermedad multifactorial, en la cual hay una interaccion entre distintos
factores, tanto genéticos como ambientales. Dentro del grupo de los factores ambientales, el que mayor
evidencia epidemioldgica y seroldgica presenta e8¥l Bl dia de la fecha existen una gran cantidad

de estudios que soportan su rol en el desarrollo de la enfermedad, dado que reportan que la infeccion
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con el EBV es un prerrequisito para el desarroll@sta(Hedstrom, 2023; Laderach & Miinz, 2022;
Thomas etl., 2023) Se determiné que existe un incremento en el riesgo de desarrollar EM en
individuos con historia pasada de mononucleosis infecc{@meilkkAli, 2017), en individuos
seronegativos que seroconvier{Bjornevik etal., 2022a)y también en individuos que presentan altos
titulos de anticuerpos 1gG asEBNAL (Ascherio efal., 2001; DeLorenze el., 2006; Hedstrom etl.,

2019; Levin etal., 2005a) En el mismo sentido, se reporté una mayor prevalencia de la infeccion de
EBV en individuos con EM comparado con los individuos de grupos cdischerio & Munger,

2007) A su vez, se determind que las bandas oligoclonales del liquido cefalorraquideo de pacientes con
EM, reaccionan contra el EBWon Bldingen eal., 2010)y que los linfocitos B expandidos
clonalmente se unen a EBNAL y la proteina GlialCAM, a través de un mecanismo de mimetismo
molecular(Lanz etal., 2022) También se observé que individuos con EM presentan una respuesta de
linfocitos T citotoxicos deficiente contra el EBPender eal., 2017) Finalmente, se detectd la
presencia del antigeno Zta, codificado por el gen viral BZLF1, en lesiones cerebrales de pacientes con
EM, en muestras tomadpsst morten{Angelini etal., 2013) Mas alla de la sélida evidencia que se
encontrd, no se determinaron los mecanismos moleculares exactos a través de los cuales el EBV podria
contribuir al desarrollo de la enfermedad, pero se postularon numerosas teorias que necesitan ser
profundizadas gomprobadas. Los principales mecanismos que explicarian la relacion entre el EBV y

la EM son el mimetismo molecular, la activacién inespecificaa respuesta inmune alterada que no
permite controlar correctamente la infecc{@jornevik etal., 2023; Kuchroo & Weiner, 2022; Libbey

etal., 2007; Robinson & Steinman, 2022)

Mimetismo molecular

Se ha demostrado en varios reportes la reactividad cruzada entre antigenos del EBV y autoantigenos del
SNC, un fendmeno conocido cémo mimetismo moled&®abinson & Steinman, 2022; Tengvalladt,

2019; Thomas «l., 2023 Tyler,2022). En este contexto, se postula que ciertos epitopes en antigenos
virales podrian inducir una respuesta inmunitaria contra proteinas del SNC que contienen secuencias
similares de aminoacidos. En este sentido, estudios previos reportaron la presencieudmpasti
autorreactivos en pacientes con EM; en particular, se describieron anticuerpos anti la proteina del
tegumento BRRF2 que también se unen a proteinas mitocon@dal@sey, 2017)De forma similar,

se describié que anticuerpos anti la proteina de la capside BFRF3 poseen reactividad cruzada con la
proteina citoplasmatica septingl9ndsey, 2017)Finalmente, también se reporté que anticuerpos anti
EBNA1 presentaron reactividad cruzada con UB cri
(MBP) y moléculas de adhesion a células gli@galCAM (Lanz etal., 2022; Linemann al., 2008;

Tengvall etal., 2019; Thomas etl.,2023. La teoria postula que durante la infeccién primaria por EBV,

los linfocitos T y B se activan con antigenos del virus, pero a su vez, algunos linfocitos tendran la

capacidad de reaccionar contra autoantigenos del SNC, por su similitud con antigersodevE&Y.
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La migracion de los linfocitos T y B autorreactivos al SNC induciria la destruccion de oligodendrocitos,
comprometiendo la funciéon neuronal. Otra posible explicacion, es que aquellos individuos que tienen
una predisposicién genética a desarroM tengan dificultades para controlar eficientemente la
infeccion del EBV. En este contexto, al ocurrir una infeccion primaria se estableceran los reservorios de
linfocitos B infectadosgestascélulas podrian actuar como presentadoras de antigenos y de esta forma
podrian estimular a los linfocitos T autorreactivos que lymgooverian lanflamacion del SNC
(Bjornevik etal., 2023; Soldan & Lieberman, 2023)

Respuesta inmune alterada frente al EBV

En lo referido a la desregulacion de la respuesta humoral en los pacientes con EM, como se mencioné
anteriormente, los pacientes presentan mayores titulos de anticuerpos IgG anti EBV comparados con los
individuos de grupos contrgAscherio & Munger, 2010; Fernand€purnier etl., 2023; Hedstrém

etal., 2019) Dicha respuesta inmune elevada podria indicar una deficiencia del sistema inmune para
controlar los reservorios de linfocitos B infectados con el EBV. A su vez, estudios previos reportaron la
acumulacion de anticuerpos IgG oligoclonales reactivos cenEBV en LCR de pacientes con EM

Virtanen efal., 2014; Z. Wang «l., 2021) Por otro lado, la infeccion de los linfocitos B con el EBV
induce la secrecion de un perfil de citoquinas proinflamatorias y dichas citoquinas juegan un papel clave
en la patologia de la EM. Por el contrario, durante la replicacién litica del EBV, resagb gen que
codifica para la citoquina antiinflamatoria interleucina 10 viral (vIL10), la cual suple la disminucién en

la expresion de K10 celular y genera un entorno tolerogénico para la infeccion(Riral etal., 2016;

Michel etal., 2015)

Por otro lado, la evidencia que avala la desregulacion de la respuesta celular en los pacientes con EM,
indica que los mismos presentan mayor cantidad de linfocitos Telxizados a Thl que reconocen
especificamente a EBNAL1 comparado con los controles EBV seropogitiuosmann eal., 2006)

También se determin6 que en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con EM,
hay un aumento en la proliferacion de linfocitos T C&#ando son estimulados con péptidos del EBV,

pero no cuando se estimulan con péptidos de otros virus como el(dM¥mann eal., 2008) Por

otro lado, la respuesta de los linfocitos T CBépecificos contra el EBV se correlaciona con la actividad

de la enfermedad y mas aun, la respuesta de dichos linfocitos es mayor en pacientes con EM comparado

con otras enfermedades inflamatorias del SNC o conipateselini etal., 2013)

Activacion inespecifica

Dentro del SNC, el EBV contribuye a la inflamacion y el dafio en los tejidos diana. Esta nocién opera

bajo el supuesto de que el EBV puede inducir la activacion inespecifica que iniciaria una respuesta
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inmune antiviral contra las células infectadas dentro del @#EOr etal., 2020) Brevemente, se

especula que las infecciones virales conducen a la activacion de células presentadoras de antigenos
(CPA) como las células dendriticas. Dichas células tienen la capacidad de activar linfocitos T
autorreactivos presensibilizados, y de dstana iniciar una enfermedad autoinmune (activacion
inespecificajPacheco eal., 2019) A su vez, los linfocitos T especificos para el EBV también podrian

iniciar la activacion inespecifica. Estos linfocitos T activados pueden migrar a sitiagemo, el

SNC, donde se podrian encontrar con CPA que presentan antigenos del EBV y se desate una respuesta
inflamatoria en el sitio con liberacién de citoquinas que produciria el dafio de(Ejjdmmi etal.,

2006)

1.8.2.4.4. Tratamiento de la esclerosis multiple

La EM es una enfermedad que hasta el dia de la fecha no tiene cura; sin embargo, el diagndstico precoz
y el correcto tratamiento de los sintomas proporciona un aumento de la calidad de vida de los pacientes.
Mas alla del tratamiento con agentes farmacoligyiotras cuestiones, como modificaciones en el estilo

de vida, rehabilitacion y el soporte social colaboran a mejorar la vida de los pacientes. Actualmente los
tratamientos se enfocan en tratar los ataques agudos, mejorar los sintomas y reducidda activi
biol6gica a través de terapias modificadoras de la enfermedad (DMT, por sus siglas edisagiés,
modifying therapy: Dichas terapias modifican el curso de la enfermedad suprimiendo o modulando el
sistema inmunitari¢Gajofatto & Benedetti, 2015; Hauser & Cree, 20&1)s mecanismos de acCEm

centran eractuar como agentes antiinflamatorios en las etapas de recaidas de la enfermedad, reducir el
namero de recaidas, evitar la acumulacién de lesiones en el SNC y en algunos casos retrasar, estabilizar
y mejorar modestamente la discapacidad de pacientdenSidy una gran variedad de terapias hoy en

dia, las mas utilizadas incluyen:

Interferén betaes una citoquina cuymecanismo de accidn consiste en la inhibicion de la activaciéon

de linfocitos T, la induccién de linfocitos T reguladores, y el blogueo de la migracion de los linfocitos

T através de la disminucién de moléculas de adhéskib-Jalbut & Marks, 2010; Wiendl et.., 2021)

Acetato de glatirameres una mezcla deuatro péptidos sintéticate aminoacidos que se unen a los
autoanticuerpos especificos contra la mielina para reducir su autorreactividad, promueven un fenotipo
Th2 predominante (cambio del perfil Thl a Th2) y alteran el balance entre citoquinas pro y
antiinflamatoriagDuda efal., 2000; Lalive eal., 2011)

Modulador del receptor de esfingositidosfato(Fingolimod): es un modulador de la esfingosiha

fosfato (S1P), que tras su fosforilacién se une con gran afinidad al receptor de la S1P, lo cual a su vez
conduce a la internalizacion y degradacion 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 linfaticos hacia el(Shkei & Cohen, 2015; Torkildsenat,

2016)
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Teriflunomida es un metabolito activo de la leflunomida que inhibe reversiblemente la sintesis de
pirimidinas, previniendo la proliferacion de linfocitos T y B actiyo® 6 C o nah,2011) e t

Dimetilfumarato es un compuesto cuyo mecanismo de accion es la activacion del factor nuclear (Nrf2),
inhibicién de la proliferacion celular y la mejora de la respuesta antiinflamatoria a través de la
produccion de citoquing&inker etal., 2011; Wiendl eal., 2021)

Natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que posee como blanco la cadena alfa de la
integrina (U4b1), una mol ®cul a de adhesi -n expl
involucrada en la transmigracion a través del endotelio al SNC y su nmeoatdsaccion consiste en la
inhibicion de la infiltracidon de leucocitos al cerebro a través del end¢wlendl etal., 2021; J. H.

Yang etal., 2022)

Estos tratamientos se dividen en primera o segunda linea. Los tratamientos de primera linea son
Interferdn, Acetato de glatiramer, Teriflunomida y Dimetilfumarato, mientras que los de segunda linea
son Fingolimod y Natalizumab. Cuando los tratamientogideepa linea no son bien tolerados por los
pacientes o la respuesta que producen no es suficiente para aminorar los sintomas, o progresion de la
enfermedad, el médico tratante puede realizar distintas modificaciones en el tratamiento. Por un lado,
puede amentar la dosis del mismo tratamiento o bien puede optar por otro tratamiento de primera linea

o realizar la transicion a un tratamiento de segunda (D@a & Paul, 2015; Gajofatto & Benedetti,

2015)

1.9. Justificacién del trabajo

Dado el caracter multifactorial de la EM, que involucra tanto factores genéticos como ambientales, entre
los que se destaca la infeccién por el EBV como el principal agente infeccioso asociado y aunque existe
evidencia que vincula la infeccion por EBV ceh riesgo de desarrollar EM, los mecanismos
moleculares que subyacen a esta asociacion aun no han sido plenamente esclarecidos. Mas aun, son
escasos los estudios que abordaron esta relacion en poblaciones sudamericanas, particularmente en
Argentina.

En este sentido, esta tesis se plantea como un abordaje integral que combina estudios epidemiolégicos,
analisis de variabilidad genética viral, perfil transcriptomico en linfocitos B y ensayos funcionales, con

el fin de aportar evidencia desde distintasspectivas sobre el posible rol del EBV en la patogenia de

la EM.

En relacion coros ensayos funcionales, el trabajo se enfoca en caracterizar la modulacion de genes
relevantes comiggapl cuya alteracion podria impactar en la respuesta inmunitaria y contribuir a los
procesos inflamatorios crénicos tipicos de la enfermedad.

El trabajo presentado constituye un aporte original para la caracterizacion epidemiolégica, genética y

molecular de esta enfermedad en la poblacién argentina, proporcionando datos novedosos que podrian
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ser de utilidad tanto para comprender la biologia de la EM como para el disefio futuro de estrategias

terapéuticas o preventivas.
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2.1. Hipotesis

Construccion de la hipotesis

Dado que:

A.

Se demostré que aquellas personas con historial de mononucleosis infecciosa tienen un mayor

riesgo de desarrollar esclerosis multifiiandel etl., 2010)

. Se observé que la seropositividad para el EBV es mayor en pacientes con esclerosis multiple

(99 %, versus 95 % de los controles sadsiohmeed etl., 2013a; Pakpoor, Disanto,adt,

2013a)

Se describié que el riesgo de desarrollar esclerosis multiple en individuos seronegativos para el
Epstein Barr es practicamente nulo, mientras que luego de la seroconversién el riesgo aumenta

unas 32 vece@jornevik etal., 2022a)

. Se evidencio que los pacientes con esclerosis multiple presentan mayores titulos de anticuerpos

IgG anttEBV comparado con los controlésscherio etal., 2012; Levin eal., 2005a)

Se detecto la presencia de antigenos del Epstein Barr en lesiones desmielinizantes localizadas
en el cerebro de pacientes con esclerosis multipigelini etal., 2013; Hassani al., 2018;

Moreno etal., 2018)

Se observique, en un porcentaje de pacientes con EM, existe reactividad cruzada entre
antigenos del EBV y la proteina GlialCébanz etal., 2022)

Considerando que @BV infecta y persiste en Idinfocitos B de memoria y quelichos

linfocitos se encuentran en las lesiones de los pacientes condgtllas bandas afioclonales
secretadas por ldsfocitos Bson un marcador de la enfermedddssani eal., 2018; Marote

Garcia etal., 2023; MrozelGorska etl., 2019)

Se plantea la siguiente hip6tesis de trabajo:

iLa

infecci-n con el virus Epstein Barr es un pr

y act¥a a trav®s de | a modul aci-n transcript - - mi
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3.1. Objetivos

General

Caracterizar la participacion del virus EpstBarr en la patogenia de la esclerosis multiple, mediante

el andlisis de la serologia, la carga viral, la variabilidad genética de genes virales retgsaobelican

para lasproteinas viL10 y EBNA2, y la modulacién de la expresién génica en linfocitos B,

complementandolo con estudios funcionales de los cambios transcripcionales observados

Especificos

1. Investigar la prevalencia de la infeccion por el EBV en una cohorte de pacientes con EM y

controles en Argentina.

Evaluar la carga viral del EBV en pacientes con EM y el grupo control.

Caracterizar polimorfismos en los geBa4RF1(codifica para EBNA2) BCRF1(codifica para

vIL10) asociados con el riesgo de la EM.

4. Realizar un andlisis transcriptémico comparativo de linfocitos B (BE8BV") entre pacientes

y controles.

5. Realizar estudios funcionalesvitro en diferentes subpoblaciones de linfocitos

a.

b
c.
d.
e

Analizar la proliferacion celular de los linfocitos By T.
Evaluar la secrecién de citoquinas de los linfocitos By T.
Analizar la presentacion antigénica.

Estudiar la diferenciacion de los linfocitos T.

Estudiar los factores de transcripciéon de los linfocitos T.
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Metodologia

4.1. Consideraciones éticas

Este proyecto cuenta con la aprobacién del Comité de Etica e Investigacion de Fleni, bajo el protocolo
de investigacién denominado Estudio Multicéntrico acerca del virus de Epstein Barr y el Riesgo de
Esclerosis Multiple (EMERGH).°37/14 (Anexo AE). En forma previa a la toma de la muestra clinica,

el médico tratante brind6 toda la informacion pertinente a los participantes (pacientes y controles), tanto
en forma oral como escrita, acerca de los fundamentasstiglio,asi como también de los riesgos y
molestias que pudieran surgir durante el mismo. Todas las muestras utilizadas se obtuvieron segun lo
establecido por dicho comité. En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado escrito (Anexo

F), el cual fue lio y firmado por todos los participantes.

4.2. Diseio del estudio

Estudio observacional y analitico de una cohorte, con seguimiento prospectivo de los pacientes y carga

de datos prospectiva.

4.3. Poblacion en estudio

Se enrolaron 138 pacientes con esclerosis mdultiple con seguimiento en el Departamento de
Neuroinmunologia de Fleni y 108 controles (convivientes de los pacientes genéticamente no
relacionados). A partir de esta poblacion, se realiz6é un pareo por edagty.gén

Se aplicaron los siguientes criterios de inclusion: i. se incluyeron sujetos caoie BbMierdo cotos

criterios de McDonald 2010 y 201Polman etl., 2011; Thompson, Banwell, &t, 2018) capaces de
consentir voluntariamente, interesados en participar en el estudio; ii. pacientes con EM en cualquiera de
sus formas clinicas (remitente recurrente, secungangresiva, primarigrogresiva o progresiva
recurrente); iii. pacientes con EM tratados o que estén en tratamiento (desde al menos 3 meses antes)
con interferon beta, acetato de glatiramer, natalizumab, fingolimod o dimetilfumarato. Criterios de
exclusion: i. pacientes o controles menores aafi®s ii. individuos incapaces de consentir
voluntariamente la participacion en el estudio; iii. uso de antibiéticos o infecciones gastrointestinales en
los 3 meses previos (para pacientes y grupo control (GC)); iv. historia de enfermedades crénicas o con
otras enfermedades autoinmunes distidaEM (para pacientes e individuos de grupo control); v.
individuos que hayan recibido algunos de los siguientes tratamientos en los periodos especificados
previo a la inclusion: corticoides (1 mes), Metotrexate, Ciclofosfamida, Azatioprina, Micofenolato

mofetil o Inmunoglobulinas IV (3 meses), Cladribina y Alemtuzumab (12 meses).
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Debido a que Fleni atiende pacientes de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires (CABA) de nivel
socioecondémico medio/alto, y con el fin de ampliar la representatividad de la muestra, se invitd a
participar a dos centros adicionales: el Hospital de ClinicagiédSéan Martin (CABA), como hospital

publico sirviendo a un nivel socioeconémico melago (donde se enrolaron 6 pacientes con EM y 14
controles sanos), y la Fundacion Sinapsis de la ciudad de Santa Rosa (Provincia de La Pampa), que
contribuy6 con muestsade 25 pacientes y 19 controles). Estas muestras se utilizaron exclusivamente

para los experimentos de serologia viral (véase debajo).

4.4. Muestras en estudio

Del total de 310 participantes (incluyendo los pacientes y controles de Fleni, Hospital de Clinicas José
de San Martin y Fundacion 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 csantadfasron utilizadas
para los estudios de serologia, para lo cual se colect6 la muestra de sangre utilizando tubos colectores

de suero con un activador de coagulacion.

Para la evaluacién de carga viral de EBV, se utilizaron las muestras de un subgrupo de fraeientes
44) y controles sanos (n=29). Se colect6 sangre utilizando tubos colectores con el agente anticoagulante

acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Para la determinacion de las variantes virales de EBV, se utilizaron muestras de un subgrupo de
pacientes (n= 70) y controles sanos (n=59) para la secuenciacion directaBieRiety un subgrupo

de pacientes (n= 169) y controles sanos (n=141) para la secuenciacién directaByd@RE&n

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 secuenciacion masiva de ARNSEINA

45. Procesamiento de muestras

Las muestras utilizadas para la serologia 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 c80S€rvo a

hasta su uso.

Las muestras de sangre utilizadas para la evaluacion de carga viral y determinacion de variantes virales
se sembraron sobre un colchonFieoll-Paque plu§GE Healthcare) y se centrifugaron a 1.400 rpm
durante 30 minutos. Se recupero el halo correspondiente a las células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) y estas se lavaron dos veces luaffier fosfato salino estéril (PBS, por sus siglas en inglés)

(Gibco, ThermoFisher). Las células se conservar80 en 200 pl de PBS hasta su uso.

39



Metodologia

Las muestras utilizadas para el RiS&q se sembraron sobre un colchérFell-Paque plufGE
Healthcare) y se centrifugaron a 1.400 rpm durante 30 minutos. Se recupero el halo correspondiente a
las células mononucleares de sangre periférica y estas se lavaron dos veces (@ibd@BThermo

Fisher).

4.6. Obtencidon de datos demograficos, clinicos y de atrofia cerebral

A los integrantes de la cohorte de Fleni cuyas muestras fueron utilizadas para los diferentes ensayos de
serologia pacientes (n = 97) y controles (n = 94), el médico tratante les realiz6 una breve encuesta para
obtener datos demogréficos (sexo, edad, bahitaquico e indice de masa corporal (IMC)). El IMC se
dividié en cuatro categorias: delgadez si sus valores eran menores o iguales a £8pekg/mormal

si sus valores se encontraban entre 1849 kg/ni, sobrepeso si sus valores se encontraban entre 25,0

- 39,9 kg/nty obesidad si los valores eran iguales o mayores a 40,6. IRpmotro lado, a los pacientes

se les realizé una serie de preguntas que incluia: edad al inicio de los sintomas, edad al diagnéstico, tipo
de EM, tratamiento. En paralelo se obtuvieron datos de atrofia cerebral a partir de resonancias
magnéticas que dkevaron a cabo en el servicio de imagenes 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 fraccion
de parénquima, volumen de lesiones, volumen de cerebro y volumé&larde {derecho e izquierdo)

usando el progranntelai Neuro v4.QEntelai, Buenos Aires, Argentina).

4.7. Serologia para EBV, CMVy VZV en una cohorte de pacientes con EM y controles sanos.

Se evalué la presencia de anticuerpos anti EBV, CMV y VZV mediante el ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA, segun sus siglas en idioma inglés) indirecto en el suero de un subgrupo de
pacientes (N = 128) y controles (N = 127). En todos losscasaiguieron las instrucciones provistas

por el fabricante de los reactivos comerciales. Se midieron los niveles de anticuerpos IgG dirigidos
contra el antigeno de capside viral (VCA) del EBV con el equipo de reaEfpsdsin Bar’VCA ELISA

IgG (Vircell), el antigeno nuclear 1 (EBNA1) de EBV con el equipo de readipstein BarrEBNA1

ELISA IgG(Vircell), Citomegalovirus (CMV) con el equipo de reactivdslV IgGT ELISA(Dia.Pro
Diagnostic Bioprobes) y del virus Varicela Zoster (VZV) con el equipo de readtamasella Zoster

ELISA IgG(Vircell). Todos los kits se basan en una prueba inmunoenzimética indirecta, que consta de
la reaccion de los anticuerpos de la muestra con el antigeno unido a la superficie de poliestireno. Las
inmunoglobulinas no unidgeor reaccion con el antigeno fueron eliminadas en el proceso de lavado. En
un paso posterior la globulina afdiG humana conjugada con peroxidasa de rdbano (HRP) reaccion6
con el complejo antigeranticuerpo, y la que no se unid fue eliminada con lcadias. Por ultimo, la
globulina unida reaccion6 con el sustrato tetrametilbenzidina (TMB), para dar una reaccion coloreada

azul, que cambi6 a amarillo tras la adicién de la solucion de parada (acido sulfarico). EI cambi6 de
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coloracién fue evaluado en un lector de plaBaschmark Plus microplate spectrophotoméip-
rad). Las diluciones usadas para cada ensayo se muestrarabtald

Tabla 1: Diluciones de muestras usadas para cada ensayo.

VCA EBNA1 \'AY Cmv
Dilucion 1/20 1/20 1/20 1/101
Volumen diluyente 237,5 ul 237,5 ul 237,5 pl 2475 ul
Volumen muestra 12,5 pl 12,5 ul 12,5 pl 2,5 ul

Para el célculo del titulo de anticuerpos anti VCA, EBNA1 y VZV, se obtuvo la densidad optica (D.O.)
de cada pocillo mediante la valoracién espectrofotométricamente a 450/620 nm. Luego se calculd la
media de las D.O. del suerot-off y mediante la siguiente relacién finalmente se determind el titulo de
anticuerpos: indice de anticuerpos = (D.O. de la muestra / media de D.O. deuso#jox 10. Dicho

indice de anticuerpos es el reportado como resultado para cada individuo.

Para el calculo del titulo de anticuerpos anti CMV, se obtuvo la D.O. de cada pocillo mediante la
valoracién espectrofotométricamente a 450 nm. Conociendo la concentracién y la D.O. de los
calibradores usados se graficd una curva de calibracion y seolaterplos valores de D.O. de cada
muestra para obtener la concentracién de anticuerpos IgG contra CMV presentes en la misma.

Los valores de corte a utilizar fueron los recomendados por los fabricantekite los

Para VCA, EBNAL y VZV saitilizaron lossiguientes valores de corte:

indice Interpretacion
<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

Interpretacion de resultados para VCA, EBNALy VZV: las muestras con resultados dudosos se volvieron
a analizar para la confirmacién @stos Las muestras con indices inferiores a 9 se consideraron
negativas. Las muestras con indices superiores a 11 se consideraron que tenian anticuerpos especificos

de tipo IgG frente al antigeno del virus (Positivo).
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Interpretacion de resultados para CMV: un resultado negativo indicO que el paciente nunca estuvo
infectado con Citomegalovirus. Cualquier paciente que mostr6 un resultado dudoso, debid ser
reevaluado y se volvié a examinar para la confirmacion del resultdwdl resultado positivo fue

indicativo de una infeccion por CMV.

4.8. Determinacion de la carga viral de EBV en pacientes con Esclerosis Mdltiple y grupo
control

Una vez obtenida la serologia de los individuos, se evalud la carga viral en un subgrupo de pacientes
(N = 44) y controles (N = 29) para determinar si las diferencias en los titulos de anticuerpos se

debian a una mayor carga viral.

4.8.1. Aislamiento y purificacion de ADN

A partir de las muestras de CMSP conservad@®d%C se realiz6 la purificacion de ADN gendémico
total con el equipo comercial de reactiv@sfAamp DNA Mini Kit(Qiagen) segun instrucciones del

fabricante. Brevemente, se agregaron 20 ¢l de

pr

adicionaron 200 ¢l de | a muestra de CMSP a cada

tampdn AL a la muestra s homogeneiz6 en vortex durante 15 s. La preparacion se incub6 a 56°C
durante 10 min en bloque térmico y luego se centrifugaron los tubos brevemente para remover las gotas
de | a tapa. Se adiitOD%@nadarnuestra2se Mezadolervartexaluramte 15(s9 6

y se centrifugaron los tubos nuevamente. Con mucho cuidado se agreg6 la mezcla a las columnas
QlAamp MiniSpindentro de un tubo colector de 2 ml, se cerré la tapa y centrifugd 8000 rpm (6000 x

g) durante 1 min. Se colocaron las columnas en un nuevo tubo colector de 2 mly se descart6 el tubo que
conten2a el filtrado. Se adiAWIlycentaifugd BOOGrEnhD(6080I de
X g) durante 1 min. Se coloc- |l a columna en un
de lavado AW?2 y centrifugé a 14000 rpm (20000 x g) durante 3 min. Se colocé la columna en un nuevo
tubo colector y canifugd a 14000 rpm (20000 x g) durante 1 min. Se colocé la columna en un tubo

l i mpio de 1.5 ml. Se agregaron 50 ¢l de |l a sol
ambiente (1525 °C) por 5 min. Finalmente se centrifugé a 8000 rpm (6@)®rr 1 min y se recupero

el eluato con el ADN purificado.

El ADN purificado se cuantific6 por espectrofotometria de nanogota utilizandéaonaDrop One
(Thermo scientific). Se registro la absorbancia a 260nm (correspondiente a acidos nucleicos) y a 280nm
(correspondiente a proteinas) y se determiné la relacion entre ambas (A260/A280), la cual debid
encontrarse dentro de un rango entre 1,8 y 2 para caoasalatosa la purificacion. A partir de estos

datos, se obtuvo la concentracion de ADN gendémico total (ug/pl), en base a la cual se estableci6 el

volumen de ADN (equivalente a 500 ng) a utilizar en las reacciones de amplificacion por PCR y qPCR.
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4.8.2. Generacion de la curva estandar

A fin de determinar la carga viral de EBV en un subgrupo de pacientes con EM y dadores sanos, se
cuantific- en forma absoluta | a cantidad de copi
la técnica dgiPCR A tal fin, el primer paso de la puesta a punto del ensayo fue generar una curva
de calibracién basada en diluciones seriadas al décimo de un pldsmido que contenia un gen viral, de
copia unica en el genoma viral, y del que se conocia exactamente sficaw#ini El plasmido

utilizado fue epGEM® T Easy(Promega) que contiene el gen viral EBNA1 insertado en su region

de clonado. El mencionado plasmido, con una concentracién decaxi@s de EBNA1 por pl fue
gentilmente cedido por la Dra. Dolores Fellner del Servicio de Virus Oncogénicos del Departamento
de Virologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infeccio8ad L | 3.Cii  Mal br §no .
Una alicuota de 5 pl del plasmido fue diluida en 45 pl de solucién comercial TE (Thermo Fisher) a
modo de obtener el precursor del primer punto de la curva de calibrado con una concentracién de
2x1C copias de EBNA1/ul. Luego se realizaron 6 diluciones seriadas al décimo de forma tal que el
precursor del Gltimo punto de la curva contuviera una concentracion de 2 copias de EBNA1/ul. De
esta forma, y al sembrar 5 pl de cada punto de la pre curva dadaldn la reaccion dgf°CR se

logré una curva con urango lineal de deteccion desde 1xd@pias totales de genoma viral y con

un limite de deteccion tedrico 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 reacqi®@RIBO0 ng de

ADN en 5 pul de volumen.

Para la reaccion de cuantificacion se utilizé una sondagd®lan(Applied Biosystems) especifica

para EBNAL y los cebadores especificos para EBNAL descriptoSabl&a2

Tabla 2. Secuencia de sonda y cebadores utilizados p&@mReen tiempo real.

Nombre Secuencia (53")
Sonda EBNA1 | VIC_TGCAGCTTTGACGATGG_MGBNFQ

EBV-delantero | CCGCTCCTACCTGCAATATCA

EBV-reverso GGAAACCAGGGAGGCAAATC

Se prepar6 una dilucién de trabajo 10 uM de los cebadores especificos y una dilucion 5 uM de la
sonda. Cada reaccién geCRse realiz6 por duplicado y en un volumen final de 25 pl. Se utilizaron
12,5 ul dela mezcla comercial 28YBR GreeftR gPCR Super Mix Univers@hvitrogen), 0,75

pl de cada cebador y 0,5 pl de la sonda especifica, 5 ul de ADN y 5,5 pldedtidad biologia
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molecular. La reaccién se realizé en un termocicldieX96 Touch Redlime PCR Detection
Systen{BIO-RAD) segun el programa de ciclado descripto eralsla 3

Tabla 3: Ciclado utilizado para IgPCR

Parametros Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
PCR (45 Ciclos)
Desnaturalizacién| Elongacion
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C 60°C

Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min 3 min

Para determinar el nimero de copias del gen EBNA1 por ug de ADN total en las muestras de los casos
y controles se obtuvo el valor promedio de las réplicamggplo el N.° de copias por el factor de
dilucion de la muestra correspondiente al paciente o control y de esta forma, se chl@ué ebpias

de EBV por ug de ADN total en la muestra original.

Vale aclaraique,dado que el gen EBNAL es de copia Unica en el genoma viral, cuantificar el nUmero
de copias de EBNAL g de ADN total equivale a determinar el nimero de copias de genomas virales

por ug de ADN total en la muestra original.

4.9. Secuenciaciéon automatizada de los genes virales BCRF1 y BYRF1 en una cohorte de
pacientes con EM vy controles sanos.

4.9.1. Amplificacién y secuenciacién automatizada de los genes virales BCRF1 y BYRF1 que
codifican para las proteinas viL10 y EBNAZ2, respectivamente.

A fin de amplificar las variantes de los genes virales, se empled la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasaPCRpor sus siglas en inglés) anidada. Esta eleccion se fundamenta en la baja proporcion
de linfocitos B infectados por el EBV en sangre periférica de individuos inmunocompetentes con una
infeccion pasada por EBV. Se ha documentado que durante la lateatisolor 1 de cada 10 1¢°

linfocitos B, aproximadamente, presentan el genoma viral en forma de episoma.

4.9.2. Amplificacion de la regién promotora vy codificante del gen BCRF1 gue codifica para la
proteina viral vIL10.

Para la amplificacién del gen completo (incluyendo la regién del promotor y la regién codificante) se
optd por una estrategia @&CRanidada utilizando pares de cebadores (internos y externos) disefiados

con el programa accesible en la waitimer3 (ttps://primer3.ut.eg/(Kdressaar edl., 2018) Para el

disefio se tuvo en cuenta, que los cebadores tuvieron como secuencia diana una region del genoma viral
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que flanquean al gBCRF1.De esta manera, se evitd que los cebadores amplifiquen el gen que codifica
para IL10 humana. Por otro lado, se verifico que no hubiera complementariedad inter/intra cebadores ni
formacion dehairpinsutilizando la herramienta gratuita en lir@égoAnalyzer Too(Integrated DNA
Technologies). Los cebadores se detallan dratda 4 Loscebadores delantergseversos externos

fueron utilizados en la primera rondaERamplificando un fragmento de 1161 pb y los cebadores
delanteros y reversos internos fueron utilizados en la segunda ron@@Rlpara amplificar un
fragmento de un tamafio 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 amplificacién delGRR1.

Coordenadas en secuencia (
Nombre Secuencia (5'3") referencia (linea celular B95.¢
N.°de acceso GeneBank
NC_007605)
Cebador externo delante] CCTCTTGAGGGTCCGCTTAT 9169- 9188
Cebador externo reverso, GGGGAGAACACAGGAAGGTA 10310- 10329
Cebador interno delantef TGGTGTAGCCTCCCGTAGTC 9220- 9239
Cebador interno reverso | TCTCCTGCTTCCAGGGTATG 10194- 10213
Para llevar a cabo la primeraronda dP@Rs e prepar - una mezcla que cor
tamp-n de PCR (171), 2 ¢l de dNTPs (0,2 mM), 1,5
cebador reverso externo (1 €M), 5 el de potenci e

¢ Ide la enzimaraq Platinum pfxcon actividad 3" 5’exonucleasa correctora (todos los reactivos
provistos por Thermo Fisher) y se agreg:- agua s

reaccion. El programa de ciclado de la primera ronda de PCR se descrifaleia a

Tabla 5: Primera ronda del ciclado utilizado para la amplificacion deBjeRF1

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 Paso 4
Temperatura 94°C 94°C 54°C 72°C 72°C 15°C
Tiempo 5 min 40seg | 40seg 1 min 10 min D
Paralasegundarondadé’ldRs e prepar - una mezcla que contenza
(17), 2 el de dNTPs (0,2 mM), 1,5 el de cebador

interno (1 eM), 5 el de potenciRadRorQ, 25 ¢dl| dad Ipa

Taq Platinum pfxon actividad 3’5 exonucleasa correctora (todos los reactivos provistos por Thermo
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Fisher) y se agreg- agua para Il egar a un vol umi
de la segunda ronda se describe éralala 6

En cada ronda deCRse utilizaron como controles positivos la linea celular B95.8 (fEB\A la linea

celular Raji (EBV), como control negativo la linea celular K562 (EBY una reaccion sin templado

(se adi ci opQycommconirol delno cdrtamiHacion de los reactivos.

Cada programa de ciclado se realiz6 en un termocichdadti 96 well Thermal Cycle(Applied

Biosystems).

Tabla 6: Segunda ronda del ciclado utilizado para la amplificacion deB@éF1

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 Paso 4
Temperatura 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C 15°C
Tiempo 5 min 40seg | 40 seg 1 min 10 min D

4.9.3. Amplificacion de la regiéon 3 terminal del gen BYRF1 que codifica para la proteina viral
EBNAZ2.

Para la amplificacion de la regién 3' terminal de este gen se opt6 por una estr&®€Rselmianinada
utilizando los cebadores previamente disefiados por Tierney y colabor@denesy etal., 2006) Los
cebadores se detallan edkbla 7. Los cebadores E2C y E2SEQA4 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 deCR para amplificar el fragmento de 499 pb que permite clasificar variantes de
EBNAZ2. Se utilizaron muestras del total de pacientes (N = 169) y controles (N = 141) para este estudio.

Tabla 7: Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacién de la porcién 3' terntiivat k.

Coordenadas en secuencia de
Nombre Secuencia (53") referencia (linea celular B95.8,°
de acceso GeneBank NC_00760
E2C Delantero | AGGGATGCCTGGACACAAGA 4881® 48829
E2SEQ4 Reversg GTAATGGCATAGGTGGAATG 49374 49355
2 A.2 Reverso TTCTGGACTATCTGGATCAT 49328 49309
Para llevar a cabo la primeraronda dP@GRs e pr epar - una mezcla que cor
tamp-n de PCR (17), 2 ¢l de dNTPs (0,2 mM), 1,5
cebador reverso externo E2SEQ4 (1 &M), 5 ¢l de
A DN, I|deef@zima polimerasa de ADINg Platinum pficon actividad 3’5 exonucleasa correctora
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(todos los reactivos provistos por Thermo Fisher) y se agregd agua para llegar a un volumen final de 25

el por reacci - n.

Lasegundarondad®CRf ue | |l evada a cabo en un volumen tot al
tamp-n de PCR (171), 2 ¢l de dNTPs (0,2 mM), 1, 5
cebador reverso 2A.2 (1 €M), 5 ¢l reat@ngdCRORACci ador
el de enzi ma pTagPlatirum phsoa activielad 8 B Bixonucleasa correctora (todos

los reactivos provistos por Thermo Fisher) y se agregd agua para llegar al volumen final de reaccion.

En cada ronda de@CRse utilizaron como controles positivos la linea celular B95.8 (B la linea
celular Raji (EBV), como control negativo la linea celular K562 (EBY una reaccién sin templado
(se adi ci o commnconirol delno cdntamiHacion de los reactivos.

El programa de ciclado para ambas rondas de amplificacion se realiz6 en un termo¢eliide6

well Thermal CyclefApplied Biosystems) segun se describe e &bla 8.

Tabla 8: Programa de 1° y 2° ronda de amplificacion utilizados.

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3 Paso 4
Temperatura 95°C 95°C 52°C 72°C 72°C 15°C
Tiempo 5 min 45 seg 45 seg 45 seg 7 min D

4.9.4. Purificacion y cuantificacién de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacién se sometieron a electroforesis en gel de ddjmaRBare Agarose
(Invitrogen) al 2 % disuelta en solucién salina TAE 1x (40 mM-Adstato pH 7,6; 1 mM EDTA)

tefiido con el colorante seguBybr Safe DNA Gel Sta{invitrogen).Juntamente colas muestras se

corrié el marcador de peso molecular comer€CiahMarker(Biodynamics). La corrida electroforética

se realiz6 a 100 V y amperaje variable durante 35 min en el caso de vIL10 y 50 min en el caso de
EBNAZ2. Los geles fueron luego visualizados bajo luz ultravioleta en un transilumBewicntop UV
Transilluminator(UVP). Los fragmentos de amplificacion especificos se cortaron del gel con un bisturi
estérily los fragmentos de agarosa se colocaron en microtubos de 1,5 ml y se conse@d@masta

su purificacion. A todas aquellas muestras de las cuales se obtuvo una banda en el gel de agarosa,
correspondiente al fragmento amplificado de interés, seeédigd 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 secuenciacion.

Dichas muestras, se purificaron con el equipo de reactivos comeIAEX |11 Gel Extraction Kit

(Qiagen). Brevemente, a las bandas escindidas se les adiciond 600 pl de la solucién QX1, 10 ul de la
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resina comercial QIAEX Il y se incub6 a 50° C por 10 en bloque térmico. Se centrifugd la muestra por
30 segundos y se removi6 el sobrenadante. Se Igpgleicon 500 pl de la solucion QX1, se mezclé

en vortex hasta homogeneizar la muestra, nuevamente se centrifugé por 30 segundos y se removio el
sobrenadante para eliminar los residuos de agarosa. Se (mite€ veces con 400 ul de la solucién

PE, se mezcld en vortex hasta homogeneizar la muestra y nuevamente se centrifugd por 30 segundos y
se removid el sobrenadante para eliminar los residuos de sales contaminantes. Se dejpedietar el
seg¥%n | as indicaciones del fabricante. Para el ui
y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugé por 30 segundos y se traspaso el
sobrenadante a un nuevo tubo, el cual contenia el ADfcaiid.

Se cuantificd y se evalué la pureza del ADN purificado en un espectrofotometro de natang®eop

One (Thermo Fisher).

4.9.5. Secuenciacion automatizada

Los productos de amplificacion se secuenciaron en un secuen8RBId86500 DNA Genetic Analyzer

(Applied Biosystems)on el reactivo comercial de secuenciaciBigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ki(Applied Biosystems), en la Unidad de Investigacion Traslacional (UIT), del Hospital

de Ni Yos nDr. Ri cardo Guti ®rrezo. Para cada pr oo
secuenciacion, una en sentidoward, sentido 5 “a 3" de la hebra codificante, y una reaceigrse

sentido 3" a 5 de la hebra codificante. Cada mezcla de amplificacion con didesoxinucle6tidos
fluorescentes terminadores de cadena (ddNTPs), se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante:
2¢l de cada uno de | os ccielbdeGRranegada, tanto delane@ doms e n ¢
reversoper o en tubos separados (5 &M), 1 ,BigBye ¢ | de
Terminator que contiene los ddNTPs, desoxinucleétidos (ANTPs) y la enzima ADN polimerasa.
Finalmentea cada tubo de reaccion se le adicion6 el volumen correspondiente a 40 ng de ADN y se
completbconbD hasta un volumen final de 10 ¢l

El ciclo de amplificacion se realiz6 siguiendo las condiciones detalladas €abla 9 en el

termocicladoiSimpliAmp Thermal CycléApplied Biosystems) de la UIT.

Luego de la amplificacién, los productos amplificados fueron traspasados a diferentes pocillos de una
placa de 96 pocillos, donde se llevé a cabo la precipitacesecuenciacionA tal fin, se agregaron 40

el de una solwuci-n S1 (30 ¢l de Etanol + 10 ¢l
utilizando un vortex durante 15 segundos a 1800 rpm. Luego, se incubd la placa durante 10 min a
temperatura ambiente en osdad. Se centrifugé 30 min a 2500 g y a temperatura ambiente y se
descart- el sobrenadante por volcado directo. Se
+ 45 ¢l de agua) a cada pocill o, seegmelasal800 ut il i

rpm. Se centrifugé 10 min a 2000 g a temperatura ambiente y se descart6 el sobrenadante por volcado
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directo, en este caso se dejo la placa boca abajo sobre un papel absorbente. Luego, se centrifugd la placa
invertida 20 segundos a 400 g y se dejo evaporar el etanol 5 minutos en oscuridad. Finalmente se

adicionar on

segundos, se centrifugd 20 segundos a 400 g y se colocé en el termociclador 2 minutos a 95 °© C para
desnaturalizar el ADN. Una vez finalizado el ciclo, se colocé la placa en una gradilla refrigerada y se
agregd una septa de goma para cubrifimalmenteja placa se coloco en el analizador genético y se

selecciond el programa de secuenciacion acorde a la longitud de cada fragmento a secuenciar.

10
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Tabla 9: Condiciones de ciclado previo a la secuenciacion.

Condiciones Paso 1 Paso 2 (40 ciclos) Paso 3
Temperatura 96°C 96°C 50°C 60°C
Tiempo 1 min 10 seg 5 seg 4 min

4.9.6. Andlisis de secuencias y reconstruccion filogenética

Las secuencias se editaron, alinearon y analizaron con el progiaiatt Sequence Alignment Editor
version 7.QHall, 1999) La reconstruccién de las relaciones filogenéticas para identificar asociaciones
con la patologia (EM) y geografia se realizé bajo el modelo de maxima verosimilitud con el programa
Molecular Evolutionary Genetics AnalysEGA version X(Kumar etal., 2018) La estimacion del

modelo evolutivo de cada alineamiento de secuencias analizadas se realizdé con el programa MEGAX
(Tabla 10) Este programa utiliza el algoritmo de maxima verosimilipgda estimar, con valor
estadistico, cual es el modelo de evolucion que mas se ajusta a los datos experimentales. La validacion
estadistica de la topologia de cada arbol fue realizada mediante remuestreo (1000 pseudoréplicas),

siguiendo el mismo modelo @woluciéon deducido anteriormente. Para la visualizacion de los arboles

filogenéticos se utilizé el programa MEGAX.

En el caso del alineamiento de geMRF1que codifica para la proteina viral EBNA2, se usaron

Metodologia

secuencias de referencia descargad&etbdankB95.8 (nUmero de acceso @enbankNC007605.1),
Raji (nimero de acceso @enbankKF717093.1) y GD1 (nimero de accesddmbankAY961628.3).

Y ademas se crearon los alelos 1.1, 1.2A, 1.2B, 1.3Ay 1.3B usando de base la secuencia de la linea de

referencia B95.8 y modificando las basesleotidicagjue se describen para dichos alelos y que fueron

originalmente descriptas y publicadas por Mechelli y (&t¢chelli etal., 2015a) Ademas,para la

reconstruccion de las relaciones filogenéticas y con el objetivo de identificar asociaciones con la
geografia y otras patologias se generdasasetbalanceado por geografia y patologia con secuencias
gue se extrajeron deenbankgue pertenecian a diferentes regiones geograficas del mundo (Argentina
(n = 30), Europa (n = 32), Asia (n = 35), Asia Occidental (n = 5), Africa (n = 36), Estados Unidos (n =
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19), Australia (n = 18), Indonesia (n = 26) y Papua Nueva Guinea (n = 6)). Dichas secuencias provenian
de aislamientos de distintas patologias neoplasicas como linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt,
carcinomas nasofaringeos y desordenes linfoprolifesatpostrasplante. También se incluyeron
secuencias de aislamientos provenientes de pacientes con mononucleosis infecciosa y, por ultimo,

muestras no neoplasicas de dadores sanos.

Nota: Dado que se trata de un virus ADN que presenta poca variabilidad gendmica la secuenciacion
directa resulta ser una metodologia adecuada para el estudio de polimorfismo de diferentes genes de este
virus. Mas aun, los resultados previos obtenidos stergrupo de trabajo para otras regiones genémicas

han demostrado que esta técnica permite poner en evidencia sin dificultad la presencia de coinfecciones

con distintas variantes virales.

Tabla 10: Modelos de evolucion.

Alineamiento Modelo de Pardmetros
evolucion
Gen BCRF1 JC Todas las sustituciones con igual probabilidad; Igual frecuend

bases (A = 0,250; C = 0,250; G = 0,250; T = 0,250) R=0,5

Porcion 3' Gter del| JC + G Todas las sustituciones con igual probabilidad; Igual frecuend
bases (A = 0,250; C = 0,250; G = 0,250; T = 0,250) R=0,5
gen BYRF1

JC: JukegCantor; JC+G: JukeSantor con tasa de variacién entre sitios que siguen una distribucién

gamma (G).

4.10. Preparacion de muestras para RISAQ.

4.10.1. Separacion de linfocitos B con infeccion latente por el EBV a través del Método para analizar
ARN luego de una separacion intracelular (MARIS)

4.10.1.1. Aislamiento de linfocitos B virgenes y de memoria mediante inmuno seleccién positiva.

Luego de la separacion de las CMSP, se realiz6 el aislamiento de linfocitos B de memoria siguiendo las
instrucciones del reactiiéasySep Human Memory B cells Isolation (&itemcell). Est&it se basa en

un ensayo de inmuno seleccién positiva sin utilizar columnas. En resumen, se colocaron las CMSP
resuspendidas en la solucién tamiasySepen un tubo al que luego se le adiciondé una mezcla de
anticuerpos y particulas magnéticBeleasable RapidSphejepie se unen a las células CD3aego

se coloco el tubo con la mezcla en una gradilla con magnetos, donde las particulas 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 virgenes se conserva el sobrenadante
para su posterior procesamiento. Se saco el tubo del magneto y se eliminaron las particulas magnéticas
mediante varios lavados. Luego se adicionarta serie de anticuerpos y particulas magnéticas
(Dextran RapidSphergsjue 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
vertio en un tubo nuevo sin sacar el anterior del magneto y esta fraceibddi aislamiento contenia

las células de memoria altamente purificadas.

Para aislar los linfocitos B virgenes se continué trabajando con el tubo que se separé en el primer paso
del protocolo. Al sobrenadante se le agregaron las particulas magrigégasrf RapidSphergsgjue

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 virgenes. El sobrenadante se vertié en un tubo nuevo sin sacar el
anterior del magneto y esta fraccidénalirdel aislamiento contenia las células virgenes 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 virgenes.

4.10.1.2. MARIS Method for Analyzing RNA following Intracellular Sorting

Con el objetivo de separar por citometria de flujo los linfocitos B'BBEBVy luego aislar el ARN

de dichas células para realizar BhNAsegse utiliz6 un método para analizar ARN luego de una
separacion intracelulaMARIS por sus siglas en ingléfirvatin etal., 2014) Esta técnica permite
obtener ARN de alta calidad de distintos tipos celulares para el andlisis de transcriptoma después de la
fijacién celular, la tincion inmunofluorescente intracelular y el post@#dirSorting En particular para
mantener la integridad del ARN, se utilizé en todos los pasos del protocolo el inhibidor de ribonucleasas
eucarioticaskNAsin Plus Ribonuclease Inhibit@gtromega), cuya funcién es evitar que dichas enzimas
degraden el ARN.

Los linfocitos B de memoria y B virgenes aislados previamente fueron fijados y permeabilizados con la
soluciénFix/Perm(4 % PFA paraformaldehido, 0,1 % saponina en PBS suplementattiNesimen

una proporcion 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 descarto el sobrenadante y finalmente se realizé un lavado con solucién de
lavado (0.2 % BSA, 0.1 % saponina en PBS supleswenton 1:100 de RNAsin). Para la tincion con

los anticuerpos, detallados en la siguiente seccion, los mismos dlileidosen una solucién de tincién

(1 % BSA, 0.1 % saponina en PBS suplementado con 1:25 de RNAsin), y se resuspendieron las células
en la mencionada solucién. Se colocaron los tubos en un agitador rotatorio bidireccional por 1 hora a

temperatura ambiente en ogdad. Se centrifugaron las células a 3000 g por 3 minutos y se descarto el
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sobrenadante. Se realizaron dos lavados con la solucién de Jgyamtailtimo, se resuspendieron las
células en solucion de corrida (0.5 % BSA en PBS suplementado con 1:25 de RNAsin).

4.10.1.3. Separacion de células utilizando citometria de flujo (Seliting)

Las células B infectadas en forma latente por EBV se detectaron mediante la evaluacion de la expresion
del antigeno viral EBNA1 mediante una marcacion intracelular. Se realizaron controles para determinar
la autofluorescencia de las células donde seartilizlos linfocitos B tanto virgenes como de memoria

sin marcacién o tincion. Luego se usaron los controles de isotipo, anticuerpos que carecen de
especificidad hacia un blanco tes células pero son de la misma clase y tipo de los anticuerpos
utilizados en la marcacion. Para este fin se utilizé@lise 1gG1 kappa Isotype Conti®3.6.2.8.1,

Thermo Fisher, 1:100) como control de isotipo de FITC Welse IgG2b kappa Isotype Control
(eBMG2hb, Thermo Fisher, 1:100) como control de isotipo de PE. Por dltimo, se usaron marcaciones
simples que sirven para la compensacion de los fluoréforos. En este caso, se utilizare@R2@nti

(APC, Thermo Fisher, 1:100) y el a#BNAL (PE, Santa CruBiotechnology, 1:100).

La separacion de las células se realiz6 utilizando el citometro d&A@8Aria II(Becton Dickinson).

Se separaron 2 poblaciones: CDEBNAL"y CD20 EBNAL. La seleccion de las poblaciones se
realizdé segun la estrategia dating que puede observarse enfigura 7. Cada poblacion celular
separada fue resuspendida en 750 pl de reactivo inhibidor de enzimas degradadoras TiRIZARN
Reagent(Invitrogen) y se las remitié @&road Instituteen Massachusetts, Estados Unidos de Norte
América, para realizar el ensayo de secuenciacion de RRIk¢eq) La realizacion deRNAseqy su
posterior analisis bioinformatico se realizé a través de la colaboracién con el Dr. Francisco Quintana y

Su equipo de trabajo.
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Figura 7: A) Se selecciono la poblacién correspondiente a los Linfocitos. B) Dentro de la poblacion de
linfocitos se seleccionaron los Linfocitos B CDZWisualizados en el cuadrante Q6). C) Dentro de la
poblacién de linfocitos B, se seleccionaron los EBNAisualizados en el cuadrante Q3) y los EBNAL
(Visualizados en el cuadrante Q4).
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4.11. Ensayos en ratones in vitro

Debido a que en los resultados del RBEYse vio una disminucion en la expresion de ARNm de
Iggapl en los linfocitos B CD20EBNAL* de pacientes con EM comparado con linfocitos B CD20
EBNAL de pacientes con EM, se decidié realizar ensayeitro, simulando los resultados obtenidos.

Por lo tanto, se silencl§gapl, en linfocitos B de ratones (lo cual representaria a los linfocitos B'TCD20
EBNAL* de los pacientes con EM) y se los compararon con linfocitos B de ratones sin silenciar ningin
gen (lo cual representaria a los linfocitos B CC2BNAL).

Dichos experimentos se realizaron en el laboratorio del Dr. Francisco Quintan®rggham And
Women's Hospitalje la Universidad de Harvard, Boston, Estados Unidos, bajo su tutela y también la
de la Dra. Liliana Sanmarco. Esta colaboracion, se realizé en el marco de la beca de cadacitacion
Pré otorgada mediante concurso por la Asociacién Internacional de Esclerosis MM&ke por sus

siglas en inglés) entre enero y junio del 2019.

Estos experimentos que implican el uso de animales de laboratorio cuentan con la aprobacion del
Institutional Animal Care and Use Committee (IACWE) Brigham and Women's Hospitdlumero

de protocolo 2016N000335, para asegurar el bienestar de los animales involucrados en el proyecto de

investigacion Anexo G.

4.11.1. Ratones

Par el aislamiento de los linfocitos B se utilizaron ratones salvajes C57ELépa ¢:000664The

Jackson Laboratody(n = 4)de entre 8 a 10 semanas.

Para el aislamiento de los linfocitos T, se sacrificaron ratones Q&pa #:004194The Jackson
Laboratory) (n = 4) y 2D2 (Cep#:006912, The Jackson Laboratofy)= 4) de entre 8 a 10 semanas.

Los ratones OTII tienen el TCR especifico para la proteina ovoalbumina de (fAWMAg23339) en el
contexto de MHCII. Por lo tanto, administran@¥As23339 al medio de cultivo se puede estudiar la
biologia de los linfocitos T, las interacciones FRndo, la activacion de células T, la selecciéon
timica, la presentacion cruzada de antigenos y la tolerancia e induccién de células T centrales y
periféricas(Barnden eal., 1998) Por otro lado, los ratones 2D2 tienen el TCR re arreglado para
reconocer una fraccion de la glicoproteina de la mielina de oligodendrocitosz¢dJ08or lo tanto,
administrando MOGsss al medio de cultivo es posible estudiar el repertorio de células T especificas
para MOG, asi como también estudiar la neuritis éptica y su relacién con el desarrollo de la
autoinmunidad en el SN@Bettelli etal., 2003)

Seutilizaron estosatones ya que los OTII son un modelo general de autoinmunidad, mientras que los
2D2 son el modelo mas utilizado para estudiar la EM, ya que desarrollan la enfermedad de forma similar

en incidencia y manifestacion a las que desarrollan los pacientescbemsis multiple.
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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 extraccion de esplenocitos
medi ante | a utilizaci-n de un tamizador celul ar
a 1500 rpm, seguido de una incubacién con dexdolucién de lisis de AmoniBloruro-Potasio (ACK,

Thermo Fisher) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para neutralizar dicha solucion, se
adicionaron 20 ml de solucion salina fria (PBS, 0.5 % de BSA y 2 mM de EDTA). Finalmente se
centrifugaron lagélulas durante 5 minutos a 1500 rpm y se retird el sobrenadante.

Luego de la separacion de las células, se realizo el aislamiento de linfocitos B siguiendo las instrucciones
del kit comercialB cells isolation kit mous@Macs Miltenyi Biotec). El kit se basa en un ensayo de
inmuno seleccién negativa utilizando columnas LS. En breve, a las células resuspendidas en la solucion
tampdn fria se le adicion6 una mezcla de anticuerpos biotinilados provistos por el kit d®geactiv
previamente mencionado, que se unen a las células*GlEBR4". A continuaciénse resuspendieron

las células y se incubaron por 5 min a 4°C, luego se realizé un lavado con la solucién tampdn fria, se
agregaron las particulas magnéticas-biatiina y se mezclaron e incubaron a 4°C por 10 min.
Posteriormente se colocé la columna eseparadoQuadroMACSMacs Miltenyi Biotec) y se volco

la suspensién celular a la columna. Las particulas magnéticas quedaron adheridas a la pared de la

columna y se recuper6 el eluato que contenia los linfocitos B no marcados.

4.11.3. Cultivo de linfocitos B

Se contaron las células en cdmara de neubauer y se plaquearon entre -12000000 células por
pocill o en placa de 12 p-ghly300ude med® BPMAsypleengntadoo n 1 5
con 10 % de suero fetal bovino (SFB), 5 mM de HEPES, 2LrdWitamina, 100 U/mL de penicilina,

100 Og/ mL de est r empdrcaptoetanol (toaos jos réadtivo®prlovistas pds Gibco).

A su vez se prepararon los ARN de silenciamiento (SiARN) especificolquap (IggapXsiRNA,

especifico para el gen de interés (Dharmacongcnamble (ScrsiARN, control sin ARN diana
especifico (Dharmacon)). Se resuspendieron los liofilizados en 250 pl de agua ultrapura. Se prepararon
100 pl de medidpti-MEM | Reduced Serum Mediyithermo Fisher Scientific) + 1,5 pl de siARN +

2 ul deINTERFERIn Transfection ReagdRtolyplustransfection) y se dejo reposar la mezcla por 10

min a temperatura ambiente. Luego se adicion6 dicha mezcla a cada pocillo, obteniendo un volumen
final de 603,5 pl. Cada condicién se sembré por triplicado, la placa se incub6 en estufa a 37°C en
condiciones de 5 % de CO2 por 3 dias. Cada dia se centrifugé la placa y se aspir6 el sobrenadante de 3
pocillos del control y del gen silenciado y a su vez; al pellet de cada well se le agregaron 350 pul de la
solucidn de lisilkNeasy Lysis BuffédRLT) (Qiagen).Finalmentegl sobrenadante se congelé2@°C

para evaluar expresion de citoquinas con la técnica de ELISA y el pellet fue mantefddG para

evaluar el silenciamiento del gen gCR
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4.11.4. Aislamiento de ARN

A partir de los linfocitos B, se purificd el ARN utilizandolél comercialRNeasyMini kit (Qiagen).
Brevemente, se adicionaron 350 pl de etanol 70 % al lisado de células y se mezclé con la pipeta. Se
transfirieron los 700 pl de la muestra, incluyendo cualquier precipitado a una coRheasy mirni

ubicada dentro de un tubo colector de 2 ml. Se centrifug6 por 1 min a 8000 g y se descarto el eluato. Se
agregaron 700 pl de solucion tampon RW1 a la columna, se centrifugd por 1 min a 8000 g y se descarto
el eluato. Acontinuacidonse agregaron 500 ul de solucion tampén RPE a la columna, se cerré la tapa,
se centrifug6 por 1 min a 8000 g y se descarto el eluato. A fin de garantizar que el ARN se encontrara
libre de contaminantes de la solucion RPE se repitié el ultimo paso, sobiandm el tiempo de
centrifugacién por 2 min a 8000 g para finalmente descartar el eluato. Se colocé la columna dentro de
un nuevo tubo colector y se centrifugé a 16000 rpm por 1 min para secar la membrana. Por ultimo, se
colocé la columna en un nuevo tutmlector, se agregaron 30 pl de agua libre de RNasas y se centrifugé
por 1 min a 8000 g para eluir el ARN. EI ARN se colocé inmediatamente en hielo si iba a ser usado en

el momento, o0 se congelé#0°C si iba a ser usado con posterioridad.

4.11.5. Sintesis de ADNc

Luego de realizar la cuantificacion del ARN por absorbancia a 260 nm utilizando espectrofotdmetro de
nano gotaQubit 4 Fluoromete(Thermo Fisher), se preparé la reaccion de sintesis de ADNc siguiendo
las instrucciones del equipo de reactiidgh Capacity cDNA Reverse Transcription Kitife
technologies) utilizando una solucién tampon 10x RT, dNTPs 25x, cebadores al azar 10x, Transcriptasa
reversa, 2 ug de ARN y agua hasta completar un volumen final de reaccién de 20 pl (todos los reactivos
provistos por (Applied Biosystems). Los tuliodividuales se colocaron dentro del termocicladeniti

96 well Thermal CyclefApplied Biosystems) y se utiliz6 el programa detallado a continua€alg

11).

Tabla 11: Condiciones de ciclado utilizado para la sintesis 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 Smin D
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4.11.6. Reaccion de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

4.11.6.1. Generacion de curvas estandar

Antes de llevar a cabo cada reaccion de gPCR se generaron las curvas estandar correspondientes.
Brevemente, para generar dichas curvas, se utiliz6 ADNc de linfocitos B provenientes de los ratones
salvajes y por separado ADNCc de linfocitos T provenientdssdeatones OTIl y 2D2. A partir de este

ADNCc se realizaron 5 diluciones seriadas al décimo. Por duplicado, se realizaron las reacciones de
amplificacién especificas a las temperaturas correspondientes tanto para los genes de interés y su
respectivo contl 0 gen endégendméusekeeping 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 nimero de ciclo al cual el nivel de fluorescencia alcanzado supera el umbral, @aer qu

proporcional a la cantidad de material gendmico presente en la muestra original.

A partir de la gréfica de la curva de amplificacion en fase lineal, se establecio la linea de base
dos ciclos antes del comienzo de la amplificacion. Se establecié el valor de umbral y linea de base, tanto
para las curvas estandar del deusekeepingomo para los genes de interés. En el caso del valor
umbral, este se establecio sobre la gréfica en escala logaritmica y dentro de la fase exponencial de la
curva de amplificacién. Una vez establecidos estos parametros, se registro el valor del timlalen e
el nivel de fluorescencia detectada super6 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 calibracion, se empled

como el valor de Eilculodelhexprasianirelabva.ador ¢ en el

Para todos los genes evaluados, se graficd el promedio del Ct obtenido en cada dilucién en
funcién del logaritmo de dicha dilucién. A partir de estas curvas, se determind la eficiencia de
amplificacién (E) y el coeficiente de correlacion (R) en cada @&saonsideré una buena eficiencia
cuando ésta sencontraradentro del rango de 90110 %. En el caso de que se encuentre dentro de
dicho rango, el valor de la eficiencia permite evidenciar que, finalizado cada ciclo de amplificacion, el

templado se duplicé durante la etapa exponencial del ciclo. Esta se eglmdado la ecuacion (1):

0'QQO Q@ OOV -1(1)
Asu vez, se determin- el &Ct padousekeepinglas val or
curvas correspondientes a | os genes de inter ®s.

y se obtuvo el dato de la pendiente de dicha recta, el cual proporciona informacién acerca de la similitud
de los niveles de expresion entregeh de interés y el gdrousekeepingespecto a cada dilucion. Se
consider6 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 enddgenos.
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Una vez obtenidas las curvas estandar, se ensayaron las muestras de interés. Se amplificé el gen

end- geno y
la ecuacion 2).

el transcripto

de

i nter ®s,

registrgnd

Por dltimo, la expresion génica se determinG mediante una cuantificacion relativa. Segun el método

xxeCt | se calcul - [

ecuacion (2):

YQa-dQ@Dda dné

a rel aci

- n

de cambi

4.11.6.2. Cuantificacién relativa del ARNm

)

(0]

(RQ)

Una vez obtenido el ADNc se realiz6 la reacciégE€R.Se prepard la mezcla utilizanBast Master

Mix (1x) (Thermo Fisher), la sondeagManespecifica (1x) y agua. Se agregaron 5,5 pl de mezcla por

reaccion y 4,5 ul de ADNc. Cada reaccion se realizé por duplicado. Las sondas usaddsgdaedon
(Mm01313746_m1, Thermo Fisher)\Gapdh(Mm99999915 g1, Thermo Fisher) para comprobar el
silenciamiento del gelygapl También se evaluaron otros genes de intés(Mm01288386_m1,
Thermo Fishér 116 (MmM00446190_m1Thermo Fisher)Csf2(Mm01290062_ml1Thermo Fisher) y

Tnf (Mm00443258_m1,Thermo Fisher). A su vez, en cada corrida se realizaron los controles

correspondientes a la reacciongRCR Se utilizé un control negativo, o control sin templado (NTC

non template contrpl reemplazando al ADNc con 4,5 pl deCHdestilada con el objetivo de controlar

gue los reactivos utilizados en la reaccién no se encontraran contaminados.

Se utilizo el equip&iiA 7 Real Time PCR SystéApplied Biosystems), el método experimental fue el

Ct comparativo

( ppCls) en
MicroAmp Optical 384WVell (Applied Biosystem) y se utilizé el programa detallado a continuacion

(Tabla 19. Se realizaron 6 réplicas de cada condicion.

Tabla 12: Ciclado utilizado para 1gPCR.

modo r 8pi do.

Parametros | Activacion de la PCR
polimerasa (60 Ciclos)
Desnaturalizacion| Elongacion
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tiempo 10min 15 seg 1 min
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4.12. Silenciamiento de lggapl en linfocitos B y posterior cocultivo con linfocitos T

4.12.1. Aislamiento de linfocitos By T

Para el aislamiento de los linfocitos B se sigui6 el protocolo detallado en la sgktcdRara el
aislamiento de los linfocitos T provenientes de los ratones OTIl y 2D2 se siguieron las instrucciones del
equipo de reactivodaive CD4 T cell isolation kit mouséMacs Miltenyi Biotec). El kit se basa en un
ensayo de inmuno seleccién negativa utilizando columnas LS. En breve, a las células resuspendidas en
la solucién tampon fria (PBS, 0.5% de BSAy 2 mM de EDTA) se le adiciond 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, AnfHC class Il, Tetl 19, y TCRo/ 4. Se

min a 4°C, se realizé un lavado con la solucién tampén fria y se agrégmmarticulas magnéticas

resuspe

antibiotina y las antiCD44 y se mezclaron e incubaron por 10 min a 4°C. Posteriormente se coloco la
columna en el separadQuadroMACSMacs Miltenyi Biotec) y se trasvaso la suspension celular a la
columna. Las particulas magnéticas quedaron adheridas a la pared de la columna, y se recuper6 el eluato

gue contenia los linfocitos T no marcados.

4.12.2. Cocultivo de linfocitos By T

Se contaron las células en camara de Neubauer y se plaquearon entre 300.000 y 600.000 células T por
-Se3 (Bichegend)w | t i var
O g¢D28 (BiaLegend). Luego se cocultivartos linfocitos T con linfocitos B que habian

pocill o en
0, 25
sido silenciados previamente segun se describié en el apaftakn una proporcion 3:1 (3T:1B) y

placa de 24 pocill os.

ademas se les agrego el péptido correspondiente: a los cultivos de linfocitos T provenientes de ratones
OTIl se les agrego el péptido OVA (10 pg/ ml) y a los cultivos de linfocitos T provenientes de ratones
2D2 se les agrégel péptido MOG (20 ug/ ml) segun se describe @ralda 13

Cada condicion se sembro por triplicado y la placa se incub6 en estufa a 37°C en condiciones de 5 % de
CQO, durante 3 dias.

Tabla 13 Condiciones de los pocillos para el cocultivo de linfocitos T y B.

Scr siRNA Scr siRNA Scr siRNA IggapLsiRNA | lggapksiRNA | IlggaptsiRNA
3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B
OTIl + OVA OTIl + OVA OTIl + OVA OTIl + OVA OTIl + OVA OTIl + OVA
Scr siRNA Scr siRNA Scr siRNA IggapLsiRNA | lggapksiRNA | IlggaptsiRNA
3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B
2D2 + MOG | 2D2 + MOG | 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG
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4.12.3. Proliferacion celular

La proliferacion celular de los linfocitos B fue evaluada utilizando el método de incorporacion de
timidina tritiada. Para ello, se cultivaron los linfocitos B en placas de 96 pocillos, con 1 pl de timidina
y 19 ul de medio de cultivo RPMI, suplementada cd@M (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 centellB6CARB 4910TR 110 V Liquid Scintillation Counter
(PerkinEmer). Los grupos evaluados fueron linfocitos B con el ARN de silenciamiento co8uel (
siARN y el dirigido hacia el blanco de interéggapl-siRNA. Se hicieron 6 réplicas de cada condicion.

4.12.4. Citometria de flujo

4.12.4.1. Tincién de marcadores de superficie e intracelulares

Luego de 3 dias de cocultivo de los linfocitos T y B, se centrifugé la placa y se recuper6 el sobrenadante,
gue fue conservado-a0°C paraun posterior ensayo de medicion de citoquinas por ELISA. Al pellet,

se le adicionaron 200 pl de una mezcla, que confgroebol 12myristate 13acetate(PMA, Sigma

Aldrich, 50 ng/ml), ionomicina (SigmaA | d r i ¢ h ,GolgiStopgBD) Bjosciences, 1:1500) and
GolgiPlug (BD Biosciences, 1:1500) diluido en medio de cultivo RPMI (Life Technologies)
conteniendo 10 % suero fetal bovino (SFB, Sighidrich), 1 % solucion penicilina/estreptomicina
(Ther mo Fi sher -Sacapoetanol {Sigreddrich)y D% amihod&ios no esenciales

(Life Technologies).

Se incubo la placa por 4 h en la estufa a 37 grados. Se centrifugé 5 min a 1500 rpm y se descarto el
sobrenadante por volcado directo. Para la tincibn de marcadores de superficie, se usé una concentracion
de anticuerpos entre 1/50/100 y en el caso delarcador de viabilidad LIVE/DEAD cell (405 Aqua,
Thermo Fisher) se us6é una concentracién 1/1000. Se agregaron todos los anticuerpos a 2 mL de
PBS/BSA/EDTA y se dispensaron 100 ul de la mezcla por pocillo. Se incubé a 4°C por 30 min en
oscuridad. Se lavo 00100 pl de PBS/BSA/EDTA. Se centrifug6 por 5 min 1500 rpm y se descart6 el
sobrenadante por volcado directo. Para la fijacion se uso el equipo comercial de roacivelfular

Fixation & Permeabilization Buffer S@Bioscience). En resumen, se mezclo 1 ml de fijador y 3 ml de
diluyente y se agregaron 75 pl de la mezcla a cada pocillo. Se incubé 20 min a temperatura ambiente.
Se lavo con 100 pl de una solucién tampon de lavado 10x. Se centrifugd 5 min a 150@ geacasto

el sobrenadante por volcado directo.

Para la tincion intracelular se utilizé una concentracién de anticuerpos 1/100, se usaron 20 ul de cada
anticuerpo que fue diluido en 2 mL de solucion tampon de lavado. Se agregaron 100 pl de la mezcla por
pocillo y se incubé durante 45 min a 4°C protegldda oscuridad. Se lavé con 100 pl de una solucion
tampdn de lavado 10x. Se centrifugd 5 min a 1500 rpm y se descarté el sobrenadante por volcado directo.

Finalmente, se resuspendidpelleten una solucion de PBS/BSA/EDTA en un volumen de 180 pl por
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pocillo y se conservé a 4°C protegido de la luz hasta el momento de la citometria. La citometria de flujo

se realiz6 utilizando el equigymphony ABBD Biosciences).

4.12.5. Diferenciacion de linfocitos T

Metodologia

Se aislaron y cultivaron los linfocitos T de un ratén 2D2 como se explico en la sé8cidbna vez

que fueron cultivados, se adicionaron distintos estimulos para diferenciar a los linfocitos en los linajes
un | ado,-Cpar-g¢ i fe
30-4n¢gBmblLegelbd,

de i

nter ®s

(Th1 vy

Th17).

CD28, se agrego6 a la mezclall (R&DSy st e ms,

paral el o,
Systems, 30 ng/ml) + TGE
4 + FINo

par a

5 eg/ ml).

Por

di f er enci a4CDI30-§D28)semdlicondi H6 (R&D T
(Miltenyi-233( hlgé ming Fi sher
(R&D Systems,

-Bei

Luego de 3

diferenciados con los linfocitos B previamente silenciados y se agreg6 el péptidoMdi& 14.

Luego de 3 dias de cocultivo, se centrifug6 la placa, se guardd el sobrenadante para medir citoquinas

por ELISA y se usoé el pellet para evaluar distintos marcadores por citometria degiR@Ry

Tabla 14: Condiciones de los pocillos para el cocultivo de linfocitos T diferenciados y linfocitos B.

Scr siRNA Scr siRNA Scr siRNA IggapLsiRNA | IqggapLsiRNA IqgaplsiRNA
3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B
2D2 + MOG | 2D2 + MOG | 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG
ThO ThO ThO ThO ThO ThO
Scr siRNA Scr siRNA Scr siRNA lqggapksiRNA | IggaplsiRNA lggapLksiRNA
3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B
2D2 + MOG | 2D2 + MOG | 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG
Thl Thl Thl Thl Thl Thl
Scr siRNA Scr siRNA Scr siRNA IggapLsiRNA | IggapLsiRNA IqgaplsiRNA
3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B 3T:1B
2D2 + MOG | 2D2 + MOG | 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG 2D2 + MOG
Th17 Th17 Th17 Th17 Th17 Th1l7

4.12.6. Presentacion antigénica

Para evaluar la presentacion antigénica se realiz6 citometria de flujo como se explico en 1a%&ccion

Se evaluaron los marcadores de superficie@D8 de raton (BV750, Biolegend, 1:50), a4 de

raton (PECy7, eBioscience, 1:100), abb19 de ratén (BV605, Biolegend 1:100) para determinar los

linajes celulares y luego aftiA/I-E de raton (BUV395, BBioscience, 1:100), an€D80 de ratdn
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(BUV737, BD Bioscience, 1:100) y ariD86 de raton (BUV563, BD Bioscience, 1:100) que son

moléculascoestimuladorapresentes en las células presentadoras de antigenos.

4.12.7. Andlisis de factores de transcripcion

Para el andlisis de factores de transcripciongBRER se siguieron los pasos detallados en la seccion
11.6 Se evalud la expresion d&x21(Mm00450960_m1Thermo Fisher), el factor de transcripcion
de las células ThRorc(Mm01261022_m1Thermo Fisher), factor de transcripcion de las células Th17
y Foxp3(Mm00475162_m1, Thermo Fisher), factor de transcripcion de las células Treg

4.12.8. Andlisis de citoquinas por gPCR

El estudio de citoquinas se realiz6 gBfCR.Se evalud la expresion relativaltd (Mm01288386_m1,
Thermo Fisher)Csf2(Mm01290062_m1, Thermo Fishetl7 (Mm00439618 _m1, Thermo Fisher),
Ifno (MmMO0 1168134 _ mil.TnTNo®0448858 Fnil,sTheamo Fisher).

4.12.9. Andlisis de citoguinas por ELISA

Utilizando la técnica de ELISA, se evalud la concentracion de citoquinds@IL. | N-ESF, IL-6G M

yINFU) secretadas tanto por los linfocitos B como
Para sensibilizar la placse diluyeron los anticuerpos de captura en PBS 1x: anticuerpo de captura anti
GM-CSF (Invitrogen, 833488, 1:250), anticuerpo de captura dht10 (Invitrogen, 88710588,

1:250), anticuerpo de captura purificado dnff No ( BD Bi osci @nantewerpode51 309,
captura purificado antl -6 (BioLegend, 504501, 1:500) y anticuerpo de captura purificadd axtF U
(Biocompare510802, 1:500)Se agregaron 100 pl de la dilucién a cada pocillo de la placa, se cubri6

la misma con un film y se incub6 a 4°C durante toda la noche. Se lavo la placa con PBS Tween 2x dos
veces, luego se bloqueé con BSA 1x en PBS y se incubd 2 horas a temperatunia alvieietras tanto,

se prepararon las muestras y los estandares, que se diluyeron en una solucién tampon Elispot
(eBioscience) 1x. Se sembraron 50 pl de las muestras y los estdndares en cada pocillo y se incub6 2
horas en agitador a 4° C. Al dia siguiet#e placas fueron lavadas 5 veces con PBS Tween 1x e
incubados con los anticuerpos de deteccidn diluidos en Elispot 1x: anticuerpo de detecG&f anti

CSF (Invitrogen, 1:250), anticuerpo de deteccionntio (Invitrogen, 1:250), anticuerpo biotinilado

anttl FNo ( BD Biosciences, 1 :-16-6 BipLegerdnlt500y wamticyerpo b i ot i
biotiniladoaniT NFU ( Bi oLegend, 1:500) durante 1 h a tem
bidireccional. Luego, las placas fueron lavadas 8sreca PBS Tween 1x e incubadas con Avidina

HRP diluida con Elispot 1x (Invitrogen, 1:250) durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador
rotatorio bidireccional. Las placas fueron lavadas nuevamente 8 veces con PBS Tween 1x y se revelaron

utilizandoTMB Substrate Solutiobx (Invitrogen). La reaccion se detuvo doRL TBM Stop Solution
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(SeraCare) y finalmente, se midio la absorbancia con el Btadviax Explorer Multimode Microplate
Reader(Promega) utilizando un filtro de 450 nm.

Para calcular la concentracion de cada una de las citoquinas evaluadas, se diluyeron los estdndares (6
diluciones seriadas al medio) y se grafic6 una recta con los valores de los estandares y sus
correspondientes dilucioné¥abla 16. Una vez obtenida la ecuacion de la recta, se interpolaron los

valores de absorbancia de las muestras y se obtuvo la concentracién para cada una de ellas.

Tabla 16. Citoguinas evaluadas con la metodologia de ELISA y armado de la curva estandar para cada

una de ellas.
IL-10 e | Concentracion| GM-CSF e IL-6 | Concentracion | TNFU | Concentracion
INF2 ng/mi pg/mi ng/mi
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. Proliferacion celular de linfocitos B y T y marcadores de activacion

Para evaluar la proliferacién celular de los linfocitos luego del cocultivo, se utilizé la técnica de
citometria de flujo. Se sigui6 la metodologia detallada en la set8i@rkEn particular, se seleccioné la
poblacion CD19 (Linfocitos B) y CD3 y CD4" (Linfocitos T), mientras que como marcador de
proliferacion se utilizé el anticuerpo ati67 de ratén (AF700, BioLegend, 652419, 1:100). Como
marcador de activacién se usé el 444 de raton (R&€yb, BioLegend 103010, 1:100).

4.13. Andlisis estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico utilizando el programa GraphPad Prism 7.00. El estudio fue del tipo
casos (pacientes con EM3 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 mas de dos variables. Para
determinar las diferencias entre grupos luego del ANOVAealiz. thacomparaciorde las medias
mediantea pruebade Tukey. Aquellos datos que no siguieron una distribucadmalse analizaron
aplicandouna pruebade Mann Whitney o de Kruskall Wallis, s$égel rifnero de grupos, con
comparacin entre columnas con el post test de Dunndfsegrrespondiera. Se efectel coeficiente

de correlacin de Pearson para calcular el grado de asoediaitre variablesontinuas normalmente
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distribuidas y el de Spearman para variables no paraas. Todas las pruebas fuetwo tailedy los
valores deP < 0,05 se consideraron como estadisticamente signifisativo
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Resultados

5.1. Descripcién demogréfica de la poblacién en estudio

La poblacion 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 2573 afios con una mediana de 43,4 en el caso dadtsnpes con EM y de ZBb afios con una
mediana de 45,1 en el caso de los controles. La edad al inicio de los sintomas de la enfermedad fue en
promedio 32,5 afios con un rango de entre 16 y 58 afios. La edad al diagnostico de la enfermedad fue en
promedio 349 afios con un rango de entre 20 y 62 afios. El tipo de esclerosis multiple 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 recibid tratamiento, mienteasl 12,5 % restante de los
pacientes no estaba bajo ningln tratamiento al momento de la participacion en el estudio. La descripcion
demogréfica de la poblacion enrolada se muestraEabla 17

Del subgrupo de pacientes (N = 97) y controles (N = 94) de Fleni se obtuvieron datos acerca de su habito
tabaquico 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 padamir EM y participantes del grupo control
fumaron en el pasado y el 42,7 % y 53,9 % de los pacientes con EM y particgzrgagocontrol

nunca tuvieron el habito tabaquico. En lo que respecta al analisis estadistico, no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos evaluados (p > 0,05, prueba de Chi cuadrado). En cuanto al andlisis del
IMC, se determiné que los paciesteon EM presentaban en promedio un valor de IMC de 23,81 con

una desviacion estandar de 3,6, mientras que los individuos del grupo control presentaban un valor de
IMC promedio de 26,4 con una desviacion estandar de 5,2. Luego de realizar el correspandiisig
estadistico se observd ghabiadiferencias significativas entre los valores de IMC de pacientes y
controles (p < 0,0001, prueba de Mahthitney).
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Tabla 17 Descripcion demogréfica de la poblacion 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 2573 2575
Edad al inicio de los sintomas, afic NA
Promedio(DE) 32,5(9,2)

Rango 1658

Edad al diagnéstico, afios 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)

Interferén beta 54 (42,2)
Dimetilfumarato 4 (3,1)

Sin tratamiento 16 (12,5)

Resultados

Sindrome clinico aislado (SCA), Esclerosis multiple progresiva primaria (EMPP), Esclerosis
remitente recurrente (EMRR). Esclerosis multiple secundaria progresiva (EMSP). Desviacion

(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 titulos de anticuerpos de tipo IgG
antrEBV entre el grupo de pacientes con EM y el grupo control, se evalud el titulo de anticuerpos IgG
antrVCA y antrEBNAL (ambos antigenos deBE), y a modo de control el titulo de anticuerpos-anti
CMVy antiVZV.

En cuanto a la seropositividad de los anticuerpos ensayados, se observé que 128/128 (100 %) de los
pacientes con EM resultaron ser seropositivos paravig&. Por su parte, y en el mismo grupo de
andlisis, 125/128 (97,65 %) casos fueron positivos par&EB8AL. Resulta importante mencionar que

la totalidad de los pacientes con EM presentaron anticuerpos para al menos uno de los antigenos de EBV
y no se observo seronegatividad para ambos antigenos en ningun caso, motivo por el cual el 100 % de
los pacienteson EM fue considerado como seropositivo para EBV. En el grupo control se detectaron
123/127 (96,8 %) individuos seropositivos para-MGA y 123/127 (96,8 %) individuos seropositivos

para IgGEBNAL. De forma similar, todos los individuos del grupo cdrgresentaron seropositividad

para al menos uno de los anticuerpos ensayaadasconsecuencia, este grupo de analisis también fue
considerado seropositivo para EBV en el 100 % de los casos. Con respecto a la seropositividad para
CMV, se observé que 99/128 (77,3 %) de los pacientes con EM resultaron ser seropositivos-para 1gG
CMV, mientras que 99/127 (77,9 %) de los individuos del grupo control fueron seropositivos para I1gG
CMV. Por ultimo, con respecto a la seropositividad para VZV, se determiné que 126/128 (98,5 %) de
los pacientes con EM resultaron ser seropositivos parK)}G mientras que 127/127 (100 %) de los
individuos del grupo control fueron seropositivos para- gy .

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 ldabla 18
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Tabla 18 Datos seroldgicos de la poblacion en estudio.

Anticuerpos IgG

VCA

Casos positivos
Seropositividad (%)
Titulo medio (DE)

Rango

EBNA1

Casos positivos
Seropositividad (%)
Titulo medio (DE)
Rango

CMV

Casos positivos
Seropositividad (%)
Titulo medio (DE)
Rango
VZV

Casos positivos
Seropositividad (%)
Titulo medio (DE)

Rango

Desviacion estandar (DE).

EM
(n=128)

128/128
100
33,9 (8,5)

12,451,7

125/128
97,65
34,9 (9,2)

5,9854,05

99/128
77,3
7,8 (6,3)

0,0327,46

126/128
98,5
36,8 (21,6)

2,6:84,6

68

GC
(n=127)

125/127
98,4
31,1 (9,2)

6,2453,1

123/127
96,8
32,5 (9,9)

0,958,02

99/127
77,9
5,9 (5,8)

0,06:23,27

127/127
100
36,2 (20,5)

13,583,2

p valor

> 0,05

0,0064

> 0,05

0,0403

> 0,05

0,0107

> 0,05

> 0,05

Resultados



Resultados

Con el objetivo de analizar posibles variaciones en el titulo de anticuerpos de los virus estudiados en
este trabajo, entre pacientes e individuos del grupo control, se realizé el andlisis del titulo de anticuerpos
IgG antiVCA, antrEBNA1, antiCMV y anti-VZV. En lo que refiere a los anticuerpasti-antigenos

de EBV, se determin0 para el grupo de pacientes con EM un titulo medio de833®ara el titulo de
anticuerpos anfVCA y un titulo medio de 34,2 9,2 para el titulo de anticuerpos aBBNA1. Por el
contrario, en el caso del grupo control se determiné un titulo medio de- 3]21para el titulo de
anticuerpos artVCA y un titulo medio de 32,5 9,9 para el titulo de anticuerpos aBBNAL.
Medianteel analisisestadistico de los datos se determiné que existidé una diferencia significativa en el
titulo de anticuerpos IgG afiCA (p = 0,0064, prueba t de Student) y EBNAL (p = 0,0403, prueba de
MannWhitney) entre los grupos EM y GEigura 1A y 1B, respectivamente). Con respecto al titulo

de anticuerpos Ig&MYV, se determiné para el grupo de pacientes con EM un titulo medio 46,38

IU/ml y en el grupo control un titulo medio de 5,%,8 IU/ml. En este caso, se vio una diferencia
significativa en el titulo de anticuerpos IgG a@V (p = 0,0107, prueba de MatWhitney) entre
pacientes y controles. Por ultimo, al evaluar el titulo de anticuerpe¥4%G se determiné para el

grupo depacientes con EM un titulo medio de 36,81,6 y en el grupo control un titulo medio de 36,2

+ 20,5. No se vieron diferencias significativas en el caso deVIg& (p > 0,05, prueba de Mann
Whitney) Figura 8).
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Figura 8: Grafico de dispersiébn comparando titulo 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 Ha iea
punteada en cada grafico indica el punto de corte, por debajo del mismo los titulos son negativos,
mientras que por encima del mismo son positiddg.itulo de anticuerpos IgG afNiCA. B) Titulo de
anticuerpos 1gG anrtEBNAL. C) Titulo de anticuerpos IgG arfiMV. D) Titulo de anticuerpos IgG
antrVZV. EM: Pacientes con esclerosis multiple (Rojo). GC: Grupo control (Azul).

A fin de estudiar posibles diferencias en los titulos de anticuerpos para los virus estudiados, se evaluo
el titulo de anticuerpos segun el sexo cromosomico (Mujer vs Hombre) de los indi{gdjoa 9).

Con respecto al titulo de anticuerpos IgG-&@iA, no se detectaron diferencias significativas dentro

del grupo de pacientes con EM ni de individuos del grupo control segun su sexo cromosémico (p > 0,05
en todos los casos, prueba estadistica t de sjuéeyura 9 A). A su vez, el titulo de anticuerpos 1gG
anttEBNA1 no difirié estadisticamente segin su sexo cromosémico entre los individuos con EM y/o
los individuos del grupo control (p > 0,05, prueba de Mann Whit(iggura 9 B). Por otro lado, en

cuanto titulo de anticuerpos IgG a@tMV, al igual que lo ocurrido con el titulo de anticuerpos-anti

EBV, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los individuos del sexo
cromosomico mujer u hombre entre losipates con EM y los individuos del grupo control (p > 0,05,
prueba de Mann Whitneyfrigura 9 C). Finalmente, con respecto al titulo de anticuerpos\&ti, no

se detectaron diferencias significativas entre los pacientes con EM y los individuos del grupo control
independientemente del sexo cromosomico (p > 0,05 en todos los casos, prueba edadistiva
Whitney) (Figura 9 D).
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Figura 9: Gréfico de dispersion comparando titulo de anticuerpos en funcion del sexo cromosémico
de los pacientes con EM y los controlés altura de la barra representa la media del grupo y se grafica

la barra de DELa linea punteada en cada gréfico indica el punto de corte, por debajo del mismo los
titulos son negativos, mientras que por encima del mismo son posit)vbgulo de anticuerpos 1gG
anttVCA segln sexo cromosOmicd) Titulo de anticuerpos IgG afliBNALl segun sexo
cromosémico.C) Titulo de anticuerpos IgG adfiMV segun sexo cromosomic®@) Titulo de
anticuerpos IgG aniVZV segln sexo cromosémico. EM: Pacientes con esclerosis multiple. GC: Grupo
control. El color amarillo corresponde al sexo cromosémico mujer, mientras que verde corresponde al
sexo cromosOmico hombre. p > 0,05, prueba éstted t de student y prueba estadistica de Mann
Whitney.

Dado que existen distintas formas clinicas de EM: Sindrome clinico aislado (SDA), Esclerosis Multiple
Remitente Recurrente (EMRR), Esclerosis Mdultiple Primaria Progresiva (EMPP) y Esclerosis Multiple
Secundaria Progresiva (EMSP), se evalu6 en una primsteancia la posible variacion en los titulos de

los anticuerpos ensayados y la forma clinica de la enfermedad en el grupo de pacientes. En ese sentido,
el titulo medio de los anticuerpos ensayados en cada grupo de manifestacion clinica se observa en la
figura 10. No se detectaron diferencias significativas para ninguno de los anticuerpos evaluados segun

la forma clinica de la EM (p > 0,05 en todos los casos, prueba de ANOVA).
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Figura 10: Gréfico de barras comparando forma clinica de EM vs titulo de anticuerpasaltura de

la barra representa la media del grupo y se grafica la barra.d&) OBulo de anticuerpos IgG anti

VCA segun forma clinica manifestad®). Titulo de anticuerpos IgG arffiBNA1 segun forma clinica
manifestadaC) Titulo de anticuerpos IgG ariMV segun forma clinica manifestada) Titulo de
anticuerpos IgG anWZV segun forma clinica manifestada. Sindrome clinico aislado (SDA), Esclerosis
Multiple Remitente Recurrente (EMRR), Esclerosis Mdltiple Primaria Progresiva (EMPP), Esclerosis
Multiple Secundaria Progresiva (EMSP). (p >0¢h todos los casos, prueba de ANOVA).

Por otro lado, considerando que los pacientes de la cohorte aqui analizada fueron sometidos a distintos
tratamientos, segun indicacién del médico tratante. Mas aln, teniendo en cuenta que en una marcada
proporcion de casos el tratamiento indicado consistexamunoterapia que modifica la actividad del
sistema inmunitario a fin de disminuir la frecuencia o la severidad de los sintomas ocasionados, se
evalué la posible existencia de diferencias en el titulo de anticuerpos segun tratamiento recibido. Como
primer paso, se consideraron los tratamientos segun la clasificacién de primera o segunda linea. En el
grupo de primera linea se incluyeron: Interferén, Acetato de glatiramer, Teriflunomida y
Dimetilfumarato, mientras que los de segunda linea incluyeron Fmgbly Natalizumab. Una vez
definidos los grupos se evalué la posible existencia de variacion en los titulos de anticuerpos en forma
dependiente del tratamiento indicado. El titulo medio de los anticuerpos ensayados en cada grupo de
tratamiento indicado sebserva en léigura 11. En cuanto al titulo de anticuerpos avi€A como el

ant-CMV no se observaron diferencias significatieasrelacion con dratamiento indicado (p > 0,05

en ambos los casos, prueba de ANOV®Rigura 11 Ay C).Por otro lado, teniendo en cuenta el titulo

de anticuerpos arEBNAL, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes
con tratamiento de segunda linea y los pacientes sin tratamiento (p = 0,0329, prueba de ANOVA y
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posterior andlisis de comparaciones multiples con Kruskal Wallis). En dichos grupos, se observo un
titulo medio de 32,43 10,4 en el caso del grupo de pacientes con tratamiento de segunda linea y un
titulo medio de 39,03 8,2 para los pacientes sin tratamie(f@ura 11 B). Finalmente, respecto al

titulo de anticuerpos artiZV y al igual que para el caso anteriormente mencionado, se determinaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con tratamiento de segunda linea y los
pacienes sin tratamiento (p = 0,0448, prueba de ANOVA vy posterior andlisis de comparaciones
multiples con Kruskal Wallis). En los mencionados grupos, se estimé un titulo medio de 23,28

para el grupo de pacientes con tratamiento de segunda linea y un titulo medio del3(6ldara los
pacientes sin tratamien(Bigura 11 D).
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Figura 11: Gréfico de barras comparando titulos de anticuerpos en funcién del tipo de tratamiento
recibido por los pacientes con EM_a altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la
barra de DELa linea punteada en cada grafico indica el punto de corte, por debajo del mismo los titulos
son negativos, mientras que por encima del mismo son posiiydstulo de anticuerpos IgG anti

VCA segun tratamientd) Titulo de anticuerpos IgG afliBNAL segun tratamientcC) Titulo de
anticuerpos IgG anttMV segun tratamientoD) Titulo de anticuerpos 1gG amiZV segun
tratamiento. * p < 0,05, prueba estadistica de Mann Whitney.
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Finalmente, se estudio el efecto de la edad sobre el titulo de los anticuerpos evaluados. Para el titulo de
anticuerpos 1g&/CA, en el grupo de pacientes con EM se estimd6 un titulo medio de 8484,

mientras que en el caso del grupo control se determiné un titulo medio de®1,Para el titulo de
anticuerpos Ig&EBNAL, en el grupo de pacientes con EM se observo un titulo medio de 32,8
mientras que en el caso del grupo control se determiné un titulo medio de86,%on respecto al

titulo de anticuerpos IgEMV, se estimd un titulo medio de &9%,8 IU/ml, en el caso del grupo de
pacientes y un titulo medio de 6;&,3 IU/ml en el caso del grupo control. Por su parte, se estimé que

el titulo medio de anticuerpos I§&V en el grupo de pacientes y controles fue 3621,6 y 36,4t

20,5, respectivamente. Finalmente se realiz6 la correlacion estadistica de los pardmetros. Tanto en el
grupo de pacientes como en el grupo control, la variable edad correlacion6 de forma positiva con el
titulo de anticuerpos arBMV (p <0,0001, r = 0,338 Correlacion de Spearman) y (p = 0,0004, r =
0,3071, Correlacién de Spearman), respectivamdRigura 12). Esta correlacién indicaria que
conforme aumenta la edad de los participantes, mayor es el titulo de anticuer@id\anNo se

determinaron otras correlaciones significativas para el resto de los anticuerpos evaluados.
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Figura 12: Gréfico de correlacion de titulo de anticuerpos en funcion de la edad de los pacientes con
EM y los controlesA) Titulo de anticuerpos IgG af¥iCA vsedad.B) Titulo de anticuerpos IgG anti
EBNA1 vsedad.C) Titulo de anticuerpos IgG anfiMV vsedad.D) Titulo de anticuerpos IgG anti
VZV vsedad. EM: Pacientes con esclerosis multiple (Rojo). GC: Grupo control (Azul).

74



Resultados

Considerando que existen otros factores ambientales que también estan asociados con el riesgo de
desarrollar EM, entre ellos el habito tabaquico y el indice de masa corporal (IMCyse describi@|
sinergismo entre los factores mencionados, resulté de interés en este trabajo evaluar la posible
interaccion entre el habito tabaquico y los titulos de anticuerpeBR¥ty por otro lado, entre el IMC

y los titulos de anticuerpos aiiBV. A tal fin s obtuvieron los datos de la cohorte de pacientes con

EM (n = 97) y controles (n = 94) de Fleni.

En primera instancia, se estratificé la poblacién segun el habito tabaquico, en fumadores (considerando
aquellos que fuman actualmente y aquellos que habian dejado el habito) y no fumadores (considerando
aquellos que a lo largo de su vida nunca habiaddesli habito). El porcentaje de fumadores y no
fumadoresfue comparable entre la poblacion de pacientes con EM y controles (p > 0,05, prueba
estadistica de Fisher). El 57,34 % de los pacientes y el 46,15 % de los controles presentaban el habito
tabaquico, mientras que el 42,66 % y 53,85 % de los pacientegrglesnrespectivamente, nunca
habian fumadd@Figura 13 A y B) Por otro lado, al evaluar el titulo de anticuerposB&BW¥, segun el

estatus fumador no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p > 0,05,
prueba estadistica t de student en el caso de anticuerp®Canyi Mann Whitrey en el caso de anti
EBNAL). Para el titulo de anticuerpos KY&A, en el grupo de pacientes fumadores se estimd un titulo
medio de 37,68 14,77, mientras que en el caso de pacientes no fumadores se determiné un titulo medio
de 39,67 16,17. Mientras que en el grupo control, se observé un titulo medio det3U/62B para el

grupo de fumadores y 34,9114,91 para el grupo de no fumadores. Al comparar el titulo de anticuerpos
antiVCA dentro del grupo de pacientes y controles fumadores, se determind una tendencia que no fue
significativa (p = 0,0525, prueba estadistica t de studleigiyra 13 C). En este caso, podria suponerse

gue el nimero muestral de la poblacion ensayada no fue suficiente para obtener diferencias significativas
entre los grupos evaluados.

A su vez, se evalug el titulo de anticuerpos-EfNAL en el grupo de pacientes fumadores, donde se
estimé un titulo medio de 34,8.69, mientras que en el caso de pacientes no fumadores se determind
un titulo de anticuerpos medio de 35980,53. En cuanto al grupo control, se observé un titulo medio

de 30,62t 10,58 para el grupo de fumadores y 33,02,93 para el grupo de no fumadores. Finalmente,

al comparar el titulo de anticuerpos éBBNA1 dentro del grupo de pacientes y controles fumadores,

no se determind una diferencia significativa (p > 0,05, prueba estadistica t de gkigerd)13 D).
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Pacientes con EM Grupo control
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Figura 13: Gréficos de torta y dispersion considerando el estatus del habito tabaquico de los pacientes
con EM y el grupo control de FleniA) Porcentaje de pacientes con EM segun estatus de tabaquismo.
B) Porcentaje de individuos del grupo control segun estatus de tabaquiymidulo de anticuerpos

IgG antiVCA segun estatus de tabaquisb® Titulo de anticuerpos IgG arfiBNAL segun estatus de
tabaquismo. En los gréfic@sy D, la altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la
barra de DELa linea punteada en cada grafico indica el punto de corte, por debajo del mismo los titulos
son negativos, mientras que por encima del mismo son positivos. EM: Pacientes con esclerosis multiple.
GC: Grupo control. En todos los graficos, verde corresp@ndies individuos fumadores y gris
corresponde a los individuos no fumadores.

A su vez, se realizé el andlisis entre el IMC y el titulo de anticuerpeER¥tiLa cohorte en estudio
present6 un porcentaje de delgadez del 5,04 % en el caso de los pacientes con EMy 3,88 % en el grupo
control, el IMC normal se mantuvo en el 64,03 %3Y,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 controlesFinalmentegn el grupo de pacientes no se detect6 ningun individuo con obesidad y en el
grupo control el 2,33 % fue considerado ob@sgura 14 Ay B) En primera instancia se comparo el

IMC entre pacientes y controles, donde se determind que el IMC medio de los pacientes fueide 23,81
3,59 mientras que el IMC medio de los controles fue de 2653%29. La diferencia entre las cohortes

fue estadisticamente significativa (p < 0,0001, prueba de Mann Whitndigurarl4 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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gue la diferencia vista con anterioridad podria verse influenciada por el sexo cromosémico de los
individuos, se decidi6é agrupar a los pacientes y controles segun qirigexa 14 D). En este caso, se
observo que la diferencia en el IMC entre pacientes y controles fue estadisticamente significativa en los
individuos de sexo cromosémico hombre (p < 0,0001, prueba de Mann Whitney), mientras que en el
sexo cromosémico mujer no se obseovadiferencias entre pacientesgntroles p > 0,05, prueba de

Mann Whitney). EI IMC medio en los pacientes y controles de sexo cromosémico hombre resulté 25,04
+ 3,74y 28,06 4,71, respectivamente. Mientras que en los pacientes y controles de sexo cromosdmico

muijer resulté 22,93 3,22 y 23,80t 4,87, respectivamente.
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Figura 14: Gréfico de torta y de dispersion considerando el IMC de los pacientes con EM y los
controles de FleniA) Porcentaje de pacientes con EM segun IBLPorcentaje de individuos del
grupo control segun IMQC) Comparacion de IMC entre pacientes con EM y el grupo coimjol.
Comparacion de IMC entre pacientes con EM y el grupo control segun el género. En eQyyalico

la linea horizontal representa la media del grupo y se grafica la barraBMDEacientes con esclerosis
multiple representado por el color rojo. GC: Grupo control representado por el color azul.
Particularmente en el grafid®, Amarillo representa al sexo cromosémico mujer. Verde representa al
sexo cromosémico hombre.

Una vez determinada dicha diferencia, se llevé a cabo el andlisis del titulo de anticuerpos, en esta
instancia se decidié agrupar a los individuos con sobrepeso y obesidad dado que ambas categorias estan

asociadas al riesgo de la enfermedad. En cuaniiulal de anticuerpos artiCA, se estimé un titulo
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medio de 33,6& 8,43 para el grupo con sobrepeso u obesidad dentro de los pacientes con EM y de
30,26+ 10,21para elgrupo con sobrepeso u obesidad entre los controles. Si bien no se determiné una
diferencia significativa entre ambos grupos, si se observé una tendencia (p = 0,0767, prueba estadistica
t de student) vefigura 15 A Mientras que al evaluar el titulo de anticuerposBBtWNAL en ambas
cohortes, se estimé un titulo medio de 43;851,58 para el grupo con sobrepeso u obesidad entre los
pacientes con EM y 37,0316,40 para el grupo con sobrepeso u obesidad en el grupo de controles. En
este caso se observé una diferencia significativa entre los grupos, donde se determiné un mayor titulo
de anticuerpos arEBNAL en los pacientes con sobrepeso u obesidad (p = 0 ,02&bda estadistica

de Mann WhitneyjFigura 15 B).

Teniendo en cuenta que los hombres tienen mayor IMC comparado con las mujeres, se decidio dividir
la cohorte de individuos con sobrepeso u obesidad, segun su sexo cromosomico (mujer y hombre). En
el caso de los titulos IgG afMiCA, se determind un titulmedio de 34,96 7,08 en el caso de los
pacientes y 29,24 10,53 en el caso de los controles. Mientras que para los titulos IgEBNW1, se

estimo un titulo medio de 35,983,61 en el caso de los pacientes con EM y 34 ,23,38 teniendo en

cuenta al grupo control. Luego del andlisis del titulo de anticuerpos, se confirmé que los hombres con
EM y sobrepeso tienen mayores titulos de anticuerpos/éati (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 titulos aBBNA1 (p > 0,05, prueba de Mann Whitng¥figura 15

D). Finalmente, con la intencién de determinar una posible correlacion entre el IMC vy el titulo de
anticuerpos aiEBV en los pacientes, se determinaron las correlaciones entre las variables. En este
andlisis, no se determinaron correlaciones significatimtre el titulo de anticuerpos afBV y el IMC

(Figura 15 Ey F)

Por su parte, se decidi6 evaluar los titulos de anticuerpos entre los pacientes con EM y el grupo control,

segun sexo en los individuos con peso normal y delgadez. En ningln caso, se observaron diferencias

significativas entre las cohortes evaluadadigera 16 (A-F).
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Figura 15: Gréfico de dispersion considerando los pacientes con EM y los controles de Fleni con
IMC sobrepeso/obesidad\) Titulo de anticuerpos IgG arMCA segun IMC de los individuos con
sobrepeso y obesidaB) Titulo de anticuerpos IgG arliBNA1 segun IMC de los individuos con
sobrepeso y obesida@) Titulo de anticuerpos IgG aMiCA separado por sexo cromosémico (mujer

y hombre) segun IMC de los individuos con sobrepeso y obeg)lddtulo de anticuerpos IgG anti
EBNA1 separado por sexo cromosomico (mujer y hombre) segun IMC de los individuos con sobrepeso
y obesidadE) Titulo de anticuerpos IgG afiCA vsIMC. F) Titulo de anticuerpos IgG ariBNAL

vsIMC. La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barraL.ddiD&a punteada

en cada grafico indica el punto de corte, por debajo del mismo los titulos son negativos, mientras que
por encima del mismo son positivos. EM: Pacientes con esclerosis multiple. GC: Grupo control. En los
graficosCy D, amarillo representa al sexo cromosomico mujer y verde representa al sexo cromosémico
hombre.
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Figura 16: Gréfico de dispersion considerando los pacientes con EM y los controles de Fleni con
IMC normal/delgadez.A) Titulo de anticuerpos IgG amiCA segun IMC de los individuos con
delgadez o peso normd) Titulo de anticuerpos IgG arliBNA1 segun IMC de los individuos con
delgadez o peso norm@l) Titulo de anticuerpos IgG arMCA separado por sexo cromosomico (mujer

y hombre) segun IMC de los individuos con delgadez o peso nd@irBitulo de anticuerpos IgG anti
EBNA1 separado por sexo cromosomico (mujer y hombre) segun IMC de los individuos con delgadez
0 peso normalE) Titulo de anticuerpos IgG arMiCA vs IMC. F) Titulo de anticuerpos IgG anti
EBNA1vsIMC. La altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barraldeliD&a
punteada en cada grafico indica el punto de corte, por debajo del mismo los titulos son negativos,
mientras que por encima del mismo son positivos. EM: Pacientes con esclerosis mdultiple. GC: Grupo
control. En los grafico€ y D, amarillo representa al sexo cromosémico mujer y verde representa al

sexo cromosémico 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(Afidravizou etl., 2019; Giovannoni &tl.,

2016) y a su vez, considerando que el titulo de anticuerp&&ifue asociado con el dafio del cerebro

y la neurodegeneracion de los pacientes con (EMadinov etal., 2009, 2016a)fue de interés
cuantificar las medidas de volumen total de cerebro, fraccion de parénquima, volumen de lesiones y
volumen de tadlamo (derecho e izquierdo) y relacionarlo con el titulo de anticuerpos de los virus
estudiados en este trabajo. Por otro ladmsiderando que el volumen del cerebro disminuye con la
edad, y que es diferente entre individuos de género femenino y masculino y es modificable segun el tipo
de tratamiento recibido, se ajustaron todas las correlaciones por edad, género y tratanigento de
pacientes. El analisis solo se realizd en el subconjunto de pacientes que presentaban la forma clinica
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 RiRa el titulo de anticuerpos KY&EA, en el grupo

de pacientes con EM se estimo6 un titulo medio de89,Z. Para el titulo de anticuerpos KEBNA1

se observo un titulo medio de 44,208. Con respecto al titulo de anticuerpos-lgRV, se estimo un

titulo medio de 4,6 4,7 IU/ml. Por ultimo, se observé que el titulo medio de anticuerpe¥E)Gen

el grupo de pacientes era 2%,%5,6. Finalmente se realizo la correlacion estadistica de los parametros,
luego del ajuste por edad, género y tipo de tratamiento. Luego de realizar los ajustes propiamente dichos,
se determind que la fraccion de parénquima cerebral correlaciond negatieacon el titulo de
anticuerpos an/CA (p = 0,002, r =0,877, correlaciéon de Pearson), lo que indica que mientras mayor

es el titulo de anticuerpos aMCA, menor es la fraccion del parénquima cerefffegura 17 A). Por

su parte, se determindé que el volumen de cerebro, volumen del tadlamo y la carga lesional, no
correlacionaron con ninguno de los titulos de anticuerpos evaluados (p > 0,05 en todos los casos)
(Figura 18,19y 20)
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Figura 17: Gréfico de correlacion de titulo de anticuerpos en funcidn de la fraccién de parénquima

de pacientes con EMA) Titulo de anticuerpos IgG amiCA vsfraccion de parénquim®) Titulo de
anticuerpos 1gG anfEBNAL vs fraccion de parénquim&) Titulo de anticuerpos IgG anfiMV vs

fracciéon de parénquim®) Titulo de anticuerpos IgG arZV vsfraccién 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.
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Figura 18: Gréfico de correlacion de titulo de anticuerpos en funcion del volumen total de cerebro

de pacientes con ENMA) Titulo de anticuerpos IgG ar¥iCA vsvolumen total de cerebrB) Titulo de
anticuerpos IgG anfEBNAL1 vsvolumen total de cerebr@) Titulo de anticuerpos IgG arfiMV vs

volumen total de cerebr@) Titulo de anticuerpos IgG amiZV 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: Grafico de correlacion de titulo de anticuerpos en funcion del volumen de tdlamo de
pacientes con EMA) Titulo de anticuerpos IgG amfCA vs volumen de tdlamoB) Titulo de
anticuerpos IgG anteEBNA1 vsvolumen de talamd) Titulo de anticuerpos IgG arfiMV vsvolumen

de talamoD) Titulo de anticuerpos IgG afmiZV vsvolumen de tdlamo. 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 20: Gréfico de correlacion de titulo de anticuerpos en funcién del logaritmo de la carga
lesional de pacientes con EM\) Titulo de anticuerpos IgG afiCA vslog dela carga lesionaB)

Titulo de anticuerpos IgG arliBNA1 vslog dela carga lesionalC) Titulo de anticuerpos IgG anti

CMV vslog dela carga lesionaD) Titulo de anticuerpos IgG afMZV vslog dela 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. Evaluacién de carga viral de pacientes con EM y GC

A continuacién, y a fin de determinar si el mayor titulo de anticuerpo&BNiien los pacientes con
EM se correlacionan con un aumento en la carga viral, la dltima fue determinagQfven CMSP

de los pacientes con EM y el grupo control.

5.3.1. Curva estandar

Como se explico mas detalladamente en el iRiBoantes de comenzar a trabajar con las muestras de

los pacientes y controles, se elabor6 la correspondiente curva estandar utilizando diluciones seriadas
(1/10) de un plasmido que contiene un fragmento deBgé&t1, que codifica para el antigeno EBNAL,
insertado en su regi@olylinker.

Inicialmente, se grafico la curva de amplificacién, a partir de la cual se seleccioné el umbral de deteccién
(82.057) y linea de base (15), parametros que se mantuvieron constantes en todas las corridas posteriores
(Figura 21).

Curva estandar

T T T T T T T T T T

RFU

107 T ]

r —| HEX: 82.057

I / /
1 | /{ + |

0 10 20 30 40
Ciclos

Figura 21: Curvas de amplificacionSe grafica el RFU (Sigla en idioma ingl&elative Fluorescence
Units) en funcién del ciclo de amplificacion de las diluciones seriadas al décimo. La linea horizontal
representa el umbral seleccionado para la curva.

Por otro lado, los valores de Ct obtenidos para cada dilucién de las curvas de calibracién se graficaron
en funcién del logaritmo de la cantid@€éigura 22). A partir de este grafico, se determiné un valor de
regresion lineal R= 0,996, una eficiencia de amplificaciéon de la curva estandar de 101,7 % y una
diferencia de 3,3 Ct entre cada dilucion 1/10; todos parametros dentro de los rangos esperados y que
demuestran que, luego de cada ciclo de amplificacién, el templado se6ddptente la etapa

exponencial del ciclo.
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Curva estandar
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Figura 22: Curva estandar para el plasmido pGEMEasy.Se graficé el Ct obtenido en cada dilucién
seriada en funcion del logaritmo de la cantidad del numero de copias de EBNAL en cada dilucién. Se
informan los valores de la eficiencia (E), coeficiente de correlacfyng&hdienteglope e interseccion

con el eje y (yint).

Una vez obtenida la curva estandar fue posible evaluar la carga viral en un conjunto de 44 pacientes y
29 controles. Dentro del grupo de pacientes analizados, la carga viral resultdé detectable (@0,31/44

%) y dentro del grupo control la carga viral resulté detectable en 21/29 (72,4 %). La media de copias de
EBV detectada fue de 236543,5 copias de genoma viral por cada pug de ADN total (copias EBV/ug

de ADN) en el caso de los pacientes y 95184,5 copias/ug de ADN en el caso del grupo control, con

un rango que varidesde 1 a 2237 copias/ug de ADN y 4,4 a 502 copias/ig de ADN, en el grupo de
pacientes y el grupo de control, respectivamente. En consecuencia, el andlisis estadistico demostré qu
noexistié diferenciaignificativa entre la carga viral detectada en pacientes y controles (p > 0,05, prueba
de Mann WhitneyjFigura 23).
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Figura 23: Grafico de dispersion de la carga viral evaluada en pacientes con EM y grupo coh#ol.

altura de la barra representa la media del grupo y se grafica la barra de DE. Se calcul6 el nUmero de
copias de EBV por pg de ADN. EM: Pacientes con esclerosis multiple (Rojo). GC: Grupo control
(Azul).

Con el fin de determinar una posible asociacién entre el titulo de anticuerpBB¥ntila carga viral,

se evaluo la correlacion entre dichas variables. No se detectd una correlacion significativa entre las
variables en el caso de los pacientes con Bsihmpoco en el caso de los controles (p > 0,05, correlacién

de Spearmar(Figura 24).

Por otrolado,y en forma complementaria, se evalud el efecto de la carga viral de EBV en funcién del
género de los pacientes, el tipo de tratamiento recibido y la manifestacion clinica. También se agrupo el
titulo de anticuerpos artiCA y antrEBNA1 segun carga viraletectable o carga viral indetectable.

En ninguno de los casos anteriormente mencionados, se detectd una diferencia significativa (p > 0,05
en todos los casos, prueba t de student para evaluar carga viral en funcién del género y segun carga viral
detectal® o indetectable, prueba de ANOVA para evaluar carga viral en funcién del tratamiento

recibido y la manifestacidelinica; ose muestran los graficos.
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Figura 24: Gréfico de correlacién del titulo de anticuerpos en funcion de la carga viral evaluada en
pacientes con EM y grupo controd) Titulo antiVCA vsel nUmero de copias de EBV por ug de ADN
para pacientes con EM y grupo control (G&)Titulo anttEBNAL vsel nUmero de copias de EBV por
g de ADN para pacientes con EM y grupo control (GC).

5.4. Caracterizacion 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 gen&B¥eén particularBCRF1y BYRF1 Por un

lado, se selecciond el gen ViIBXLRF1,que codifica para la interleuquina \ti@al (vIL10), homdlogo a

la IL-10 humana, ya que la vIL10 es un gen de expresion inmediatamente temprano durante la infeccion
viral y podria participar de la inmunomodulacién durante la infeccién primaria por EBV y asi contribuir

al establecimiento y progresion de la EM. En paralelo, se selecciondY §él que codifica para el
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antigeno nuclear EBNA2lado 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 etal., 2015a; Varvatsi etl., 2021b)

Cabe mencionajue,en una situacion de inmunocompetencia, un individuo adulto como los pacientes

y controles que participaron en este estudio, no presentan una infeccion activa por EBV, sélo se espera
encontrar 1 de cada 4:010° linfocitos B de memoria infectados por EBV en un estado de latencia 0.
Este motivo nos impulsé a implementar estrategias con mayor sensibilidad para detectar el virus. La
estrategia seleccionada en este trabajesiefue la PCR anidada seguida de la secuenciacién directa

(en ambos sentidos), la cual permite aumentar la sensibilidad de deteccidn del virus. Las variantes virales
de los genes que codifican para las proteinas viL10 y EBNAZ2 se caracterizaron mediaiisisstian

los cromatogramas obtenidos por la secuenciacion directa de los productos de amplificacion.

5.4.1. Caracterizacion de variantes del gen BCRF1 gue codifica para la proteina viral viL10

Del total de participantes enrolados, se observo amplificacion dBICRR1mediante 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 eleccién de la técnica de PCR anidada y que la seropositividad del EBV fue del
100 % tanto para pacienteswo controles, luego de la purificacién del ADN a partir de estas bandas y

sSu posterior secuenciacion, se obtuvieron 18/70 (25,7 %) secuencias de pacientes y 11/59 (18,6 %)
secuencias de controles. Particularmente, se obtuvo la secuencia tanto del pcomotate la
secuencia que codifica para la proteina viral. Si bien en las secuencias de nucleétidos, principalmente
en el promotor de vIL10 se detectaron polimorfismos puntuales, no se encontraron alelos especificos
asociados con la patologia (EM) ni cors lmdividuos 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 FishefAnexo H).

En cuanto a los polimorfismos hallados en la secuencia codificante de walL%6r traducido a

aminoacidos los cambios resultaron ser sinénimos o silengidseso |).

5.4.1.1. Reconstruccion filogenética del gen BCRF1

Si bien no se encontraron polimorfismos especificos relacionados con la patologia, se realizé la
reconstruccion filogenética de la region codificante deBfeRF1a fin de evaluar la posible existencia

de un clado formado por secuencias aisladas de pacientes con EM. Para llevar a cabo esta reconstruccion
primero se eligié el modelo de sustitucién de nucledtidos adecuado y luego se realiz6 la reconstruccion
con el malelo elegido y el método de méaxima verosimilitud, con 1000 pseudoréplicas a fin de evaluar

la significancia mediant& prueba ddootstrap(Figura 25). En la reconstruccion filogenética no se
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observaron clados con soporte estadishootstrap> 70), por lo cual se determind que no se formé un
clado de segregacion independiente compuesto por secuencias de pacientes con EM ni de controles. La
region codificante del geBCRF1resultod poseer poca variabilidad genética, y por ende resulfipco

informativa para definir variantes virales.

GC-180
GC-185
GC-85
GC-56
GC-52
GC-51
EM-223
EM-92
EM-90
EM-88
EM-86
EM-85
EM-83
EM-71
EM-69

GC-93

EM-85
EM-60
EM-95
GC-49
GC-92
GC-214

EM-54
EM-52
NC007605.1 Ref
EM-50

® EM-51

EM-94
EM-218
GC-48

—

0.00050

Figura 25: Reconstruccién filogenéticaobtenida a partir del alineamiento realizado con las
secuencias de la regién codificante del gen BCRF1 proveniente de pacientes con EM y del grupo
control (GC).Se incluy® la linea de referencia NC007605.1 con el fin de analizar el agrupamiento de
los aislamientos obtenidos en este trabajo. En la reconstruccion filogenética no se observaron clados con
soporte estadistico, todos lesotstrap< 70. La escala indica el nimero de sustituciones por sitio. EM:
Esclerosis Multiple (circulos rojos). GC: grupo control (circulos azules). NC007605.1: Referencia EBV
salvaje €irculonegro).

5.4.2. Caracterizacion de variantes del gen BYRF1 que codifica para la proteina viral EBNA2

Para la amplificacion del geBiYRF1,se opt6 por utilizar una estrategiaRiERsemianidada a fin de
amplificar una region de 499 pb del gen, dado que esta region habia sido previamente descripta como la
region que concentra la mayor variabilidad y permite clasificar variantes de EBNA2. A partir de un
subgrupo de 169 pacientes y letihtroles, se logrd obtener un producto de amplificacion visualizado

en gel de agarosa correspondiente al gen de iB¥ieE1len 72/169 (42,6 %) de los pacientes y 59/141

(41,8 %) de los controles. Luego de la purificacién del ADN a partir de estas bandas y su posterior

secuenciacidn, 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 eBQRf1, el éxito de la
secuenciacion dBYRF1no fue del 100 %. Como puede visualizarse diglaa 26, en algunos casos

las bandas de amplificacion obtenidas eran muy tenues, si bien esas bandas fueron recuperadas del gel
y se purifico el ADN, en varios casos, la masa obtenida no fue suficiente para ser secuenciada.

Del andlisis 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 especifieggomados con la EM ni de circulacion 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 encuentralfarerd J

Figura 26: Fotografia de gel de agarosa 2 % representativo de la puesta a punto de la amplificacion
del fragmento de 499pb correspondiente a la region amplificada del gen BYMRlorden de
izquierda a derecha: Calle 1: Control negative; (ea celular K562), Calles 2 y 3: Muestras de
pacientes con EM (EN4 y EM-60), Calle 4: Control positivo (C+; linea 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 publiEadatacion conlas

Ultimas, y dado que no existe un criterio unificado de nomenclatura de variantes de EBV, se opt6 por
denominarlayariantes relacionadas debidagjae,si bien comparten polimorfismos caracteristicos 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 contenian todas las sustituciones pdtedimark, que identifica a la variante ya
caracterizada, mientras que en otros casos contenian sustituciones adicionales.

La nomenclatura utilizada para la caracterizacion de las variantes fue la introducida por Mechelli y col.
(Mechelli etal., 2015a) Segun 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 encontré la variante 1.1, que posee 100 % de
identidad con la secuencia de referencia de EBV derivada de la linea celular B95.8. Dicha variante fue
detectada en 2/45 secuencias provenientes de lasaatos 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
represetativo en lafigura 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 aislamisntie pacientes con EM y 1/9 aislamientos de controles
similares al alelo 1.2, se caracteriz6 la sustitucion ¢.505G>A, que a nuestro mejor entender no fue
reportada con anterioridad en la literatura cientitiegura 27). En forma independiente, aunque
también dentro del grupo de variantes 1.2, se observaron variantes relacionadas al alelo 1.2A en 3/11y
5/9 aislamientos provenientes de pacientes y controles, respectivamente. Dichas secuencias contenian
la sustitucion c.33C>T (presente en el alelo 1.2A y ausente en el alelo 1.2B); sin emtiaggma de

las secuencias analizadas contdmigustitucion c.766G>A, presente tanto en el alelo 1.2A como en el
1.2B (Figura 27).

Simultaneamente se caracterizaron variantes relacionadas a la variante 1.3 originalmente descripta por
Mechelli y col. en el afio 2015, en 15/45 secuencias provenientes de los aislamientos de pacientes con
EM y 7/30 secuencias provenientes de los aislamseté¢l grupo control. Se detectd el polimorfismo
€.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 detecto la insercion de
un codon CTC entre las posiciones nucleotidicas 633 y 634. Dentro del subgrupo relacionado a 1.3, se
observaron variantes relacionadas particularmentdeld 4.3A en 5/15 y 1/7 de las secuencias
provenientes de pacientes y controles respectivamente, dado que presentaron el polimorfismo ¢.616C>G
(presente en el alelo 1.3 Ay ausente en el alelo 1.3B). Finalmergana de las secuencias presentaba

el cambio ¢c.766G>A, que se encuentra presente en el alel¢FigeBa 27).

Respecto al resto de las secuencias obtenidas, en 10/45 secuencias de pacientes y 5/30 secuencias de

controles se observd una secuencia relacionada a la linea celular GD1. En 4/45 secuencias de pacientes
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y 6/30 secuencias de controles se observo una secoelacianada ¢a linea celular RajiFigura 27;
Tabla 19)

Posicién nucleotidica 1309 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420
NC007605.1 Ref GGATGCCTGGACACAAGAGCCATCACCTCTT CcGC GACGTCGGGCATGGACCTCTAGCATCTGCTATGCGAATGCTTTGGATGGCTAATTATATTGTAAGACA
EM-97 (1.1)

EM-229 (Relacionada a 1.1)
EM-186 (Relacionada a 1.2)
EM-25 (Relacionada a 1.2A)
EM-60 (Relacionada a 1.3)
EM-70 (Relacionada a 1.3A)
EM-54 (Relacionada a GD1)
EM-198 (Raiji)

Posicion nucleotidica 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
NC007605.1 Ref ATCAC! CGGGGCCTTATTTTGCCACAAGGCCCACAAACAGCCCCTCAGGCCAGGTTGGTCCAGCCACATGTCCCCCCTCTACGCCCGACAGCACCCACCATTTTGTCACCTCT
EM-07 (1.1) et eeeseeeeaeeteeieeeeae et et et e e e e et
EM-229 (Relacionada a 1.1) s B

EM-186 (Relacionada a 1.2) AR e s e .-

EM-25 (Relacionada a 1.2A)
EM-60 (Relacionada a 1.3)
EM-70 (Relacionada a 1.3A)
EM-54 (Relacionada a GD1)
EM-198 (Raji)

ey yy

Posicién nucleotidica 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1631 1640 1650 1660
NC007605.1 Ref GTCACAACCGAGGCTTACCCCTCCACAACCACTCATGATGCCACCAAGGCCTACCCCTCCTACCCCTCTGCCACCTGCAACACTA - - ACGGTGCCACCAAGGCCTACCCGTCCTACCAC
EM-97 (1.1)

EM-229 (Relacionada a 1.1)
EM-186 (Relacionada a 1.2)
EM-25 (Relacionada a 1.2A)
EM-60 (Relacionada a 1.3)
EM-70 (Relacionada a 1.3A)
EM-54 (Relacionada a GD1)
EM-198 (Raji)

L l

Posicién nucleotidica 1670 1680 1690 1700 1710 1720 1730 | 740 1750 1760 1770
NC007605.1 Ref TCTGCCACCCACACCACTACTCACGGTACTACAAAGGCCTACCGAACTTCAACCCACACCATCACCACCACGCATGCATCTCCCTGTCTTGCATGTGCCAGACCAATCAAT
EM-97 (1.1)

EM-229 (Relacionada a 1.1)
EM-186 (Relacionada a 1.2)
EM-25 (Relacionada a 1.2A)
EM-60 (Relacionada a 1.3)
EM-70 (Relacionada a 1.3A)
EM-54 (Relacionada a GD1)
EM-198 (Raji)

Figura 27: Alineamiento representativo de secuencias de ADN de la regién comprendida entre los
nucleétidos 309 y 776 del gen BYRF1 que codifica para la proteina EBNB&€ muestran alineadas una
seleccidn 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 itegdares Rajy GD1).La posicion nucleotidica en la

parte superior del alineamiento se refiere a la secuencia de referencia, linea celular B95.8. Las flechas violetas
indican las posiciones con sustituciones de nucleétidos respecto a la linea de referencia NCOGiéd0d%.s

gue las flechas rojas indican las posiciones donde se esperaba detectar una sustitucion patrén, la cual no fue
detectada.
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Tabla 19:Descripcién de los alelos caracterizados a partir de la secuenciacion @REfen 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 GD1l 10 (22,2) 5(16,7) > 0,05
Variante relacionada a Raji 4(9,1) 6 (20) > 0,05

Tal como ocurrié con las secuencias nucleétidos, a partir del andlisis de las secuencias proteicas
obtenidas, si bien se identificaron cambios aminoacidicos no fue posible caracterizar variantes virales
particulares relacionadas con el grupo de pacieotes® 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 eAmdxo 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
aminoacidico.

Con respecto a la secuencia de aminoacidos de alelos asociados a 1.2, tanto la sustitucién c.505G>A
como ¢.733C>T representaron cambios en los aminoacidos distintos al de la secuencia de la linea de
referencia p.V168l y p.P244S, respectivamente. La scistitic. 766G>A presente en los alelos 1.2A 'y

1.2B, originalmente descriptos por Mechelli y col., representa un cambio de aminoacido p.N255D en la
secuencia de referencia. Sin embargo, dicha sustitucién no fue observada en los aislamientos argentinos
(Figura 28).

Respecto a la secuencia de aminoacidos de alelos relacionados a 1.3, el polimorfismo ¢.616C>G se
tradujo en un cambio aminoacidico p.L205V, respecto de la secuencia de referencia. A su vez, se
observo la insercién de una leucina entre las posiciones arfdimaa210 y 211, en todos los pacientes

y controles: p.L210_T211InsL. El polimorfismo c.721A>C representd un cambio de aminoéacido

p.T240P respecto de la secuencia de referencia. La sustitucion c.766G>A presente en el alelo 1.3B de
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referencia representé un cambio aminoacidico p.N255D respecto de la secuencia de referencia; sin
embargogdicho cambio no fue detectado en los aislamientos argei(Eimpsa 28).

Posicion aminoacidica
NC007605.1 Ref

EM-97 (1.1)

EM-229 (Asociada a 1.1)

v
1103 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 118
DAWTQEPSPLDRDPLGYDVGHGPLASAMRMLWMANY IVRQSRGDRGLILPQGPQTAPQARLVOPHVPPLRPTAPTILSPL

EM-186 (Asociadaa1.2) . .cciiiiiiinaia ) (RO SRR (I R
FRECR (ASOIBARETON 3= e v oo s i i i i s mm b eine B o i o i ssi i sk disie: o sl 55e IO ot e
EM-60 (Asociada a 1.3) H - Stb i TR L R
EM-70 (Asociadaa1.3A) .. .......... ES. NV ik oo o S B TRt
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EMEISOHHAI) 0000 ke s ek SR e ErT S R R S [ TS B ¢ A A
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Posicion aminoacidica
NC007605.1 Ref
EM-97 (1.1)

SQPRLTPPQPLMMPPRPTPPTPLPPATL-TVPPRPTRPTTLPPTPLLTVLQRPTELQPTPSPPRMHLPVLHVPDQSX

EM-229 (Asociadaai.1) c.-...- Ricivvasivarsiin s i Rustieqiiig Poherer vl a SR N S e e R S S S e R e e e e E
EM-186 (Asociadaa1.2)  ...ciiiiinennn Biie vouo wanaua AR A A R R R SRR b R %
EM-25 (Asociadaa 1.2A) ... ... Biosieas sis meigiae s R R 1 R R R R B e T8 A & vmssansiems o
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Figura 28: Alineamiento en amino&cidos de la region comprendida entre el amino&cido 103y 258 de

la proteina EBNA2.Se muestran alineadas una seleccion de variantes caracterizadas en este trabajo,

gue fueron iguales o relacionadas a los alelos previamente descritos (1.1, 1.2, 1.2A, 1.3A 0 a secuencias
de las lineas celulares Raji y GDILa posiciébn aminoacidica en fearte superior del alineamiento se

refiere a la secuencia de referencia, linea celular B95.8. Las flechas violetas indican las posiciones con

sustituciones de aminoacidos respecto a la linea de referencia NC007605.1, mientras que las flechas
rojas indicarlas posiciones donde se esperaba detectar una sustitucion patrén, la cual no fue detectada.

5.4.2.1. Reconstruccion filogenética del gen BYRF1

Si bien no se detectaron polimorfismos especificos relacionados con la patologia, se realizd la
reconstruccion filogenética de la regiéon codificante delB¥¢RF1a fin de estudiar la segregacién de

los alelos. Para llevar a cabo esta reconstruccion primero se eligid el modelo de sustitucion de
nucleotidos adecuado y luego se realiz6 la reconstruccién con el modelo elegido con el algoritmo de
méxima verosimilitud vefigura 29.

En la reconstruccion filogenética, se visualizé un clado con soporte estasiggtifioativo pootstrap

> 70) que corresponde a los alelos 1.2A y 1.2B, previamente descriptos. Sin embargo, no se observo un
clado de segregacion independiente compuesto preferencialmente por secuencias de pacientes con EM
o del grupo control. Por kanto,se confirmo que en este conjunto de secuencias obtenidas en Argentina
no existe un alelo asociado a un riesgo aumentado de desarrollo y/o progresion de la EM. En forma
similar, tampoco se identificé un alelo que se encuentre presente solo en los cyrgrgsudiera

suponerse protectivo frente a la enfermedad.
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Figura 29: Reconstruccion filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las
secuencias nucleotidicas de la amplificaciéon del gen BYRF1 de pacientes con EM y el grupo de
control. Se incluyeron las lineas B95.8, Raji y GD1, y los alelos previamente descriptos en la
bibliografia (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 reconstruccion filogenéticasedtibservd un clado con soporte
estadistico con ubootstrap> 70. La escala indica el nUmero de sustituciones por sitio. EM: pacientes
con esclerosis multiple (circulo rojo), GC: grupo control (circulo azul) y referencias y alelos (circulo
negro).

Dado que no se encontré una asociacion con la patologia, se analiz6 la posible asociacion de variantes
del gen que codifica para EBNA2 con la geografia, debido a que se reportd para otros genes del EBV
una asociacion de variantes virales con el origenrgéog de los aislamientos. Para dicho fin, se
construy0 urdataseide secuencidsalanceado por geografigye contenia 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 descargadaSateBankprovenientes de diferentes regiones geogréficas del
mundo (Europa, Asia, Asia Occidental, Africa, Estados Unidos, Australia, Indonesia y Papia Nueva
Guinea); Indonesia y Papua Nueva Guinea se consideraron como una misma region. En este andlisis
sélo se inluyeron secuencias de aislamientos de EBV de tipo |, debido a que los cebadores utilizados

en este trabajo permitieron la amplificacion de EBV de tipo | y no de EBV de tipo Il. Por su parte, para

95



Resultados

llevar a cabo la reconstruccion filogenética primero se eligié el modelo de sustitucion de nucle6tidos
adecuado y luego se realizo la reconstruccion con el modelo elegido y con el algoritmo de méaxima
verosimilitud, verfigura 30.

Luego de la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre las secuencias del metetiasado

se observé en el arbol filogenético la existencia de 4 clados con sustento estédiststmap> 70).

En primer lugar, cabe resaltar la existencia de un clado con soptmetdeap= 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 Papla Nueva Guinea y 1 secuencia de
Europa, lo cual refleja la escasariabilidad genética de estos aislamiemtsiaticos Un segundo clado,

con soporte dbootstrap= 94, fue conformado por 7 aislamiento de Argentina y compartié un ancestro
comun reciente con el cladsiaticoarriba mencionado; lo cual refleja la introduccién 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 sélo por dos aislamientos cada uno. Respecto de los 23
aislamientos restantes de Argentina, los mismos se encontraron distribuidos a lo largo de toda la
topologia del arbol filogenético, junto con aislamientos de AméricaNdete, Europa, Africa y
Australia, pero sin conformar clados de segregacion con sopdsteti#rap hecho que demuestra el
caracter cosmopolita de las mencionadas regiones que, a lo largo de los afios, han registrado diversas
oleadas migratorias.

En el contexto del mencionado clado cosmopolita, si bien sin sopdrt@ti#rap se podria mencionar

gue la variante 1.3B se encontraria predominantemente relacionada con otros aislamientos de Europa.
De forma similar, los aislamientos de Argentina demostrarian mayor identidad de secuencia con los
alelos de referencia 1.2A y 1.2B.rRatro lado, el alelo 1.3A perteneceria a un clado donde predominan
secuencias de Argentina, Europa y Australia. Raji estaria en un clado formado principalmente por
secuencias argentinas. El alelo 1.1 y la linea B95.8 agruparian juntas en un clado emriaseda

todas las regiones estudiadas. GD1 también agruparia en un gran clado con secuencias de todo el mundo.
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Figura 30: Reconstruccion filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las
secuencias de la amplificacion del gen BYRF1 de pacientes con EM, controles sanos, secuencias de
referencia, alelos y secuencias de aislamientos de diversas regigaegraficas descargadas de
GenBank Agrupamiento por geografia de los aislamientos obtenidos en este trabajo y los descargados
deGenBankLa escala indica el nimero de sustituciones por sitio. Referencias y alelos (circulo negro),
Argentina (circulo azul), Africa (circulo verde), Asia (circulo amarillo), Paptia Nueva Guinea e
Indonesia (circulo celeste), Asia Occidental (circulo violetajstralia (circulo magenta), Estados
Unidos (circulo rojo) y Europa (circulo naranja).

Por otro lado, y dada la escasez de secuencias de EBNA2 provenientes de aislamientos de pacientes con

EM se decidio analizar si existia alguna similitud con secuencias pertenecientes a aislamientos de otras
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patologias asociadas con el EBV. Para dicho fin, se extrajeron secuerGasBamkgue pertenecian

a aislamientos de diversas patologias neoplasicas como linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt,
carcinomas nasofaringeos, desérdenes linfoproliferativos postrasplante o de aislamientos de sujetos con
mononucleosis infeccioga por Ultimo, muestras no patolégicas, provenientes de dadores sanos. Por lo
tanto, ademas de analizar el agrupamiento de secuencias segun el origen geogréfico, se analiz6 el
agrupamiento de las secuencias segun la patologia: por patologia linfoprcéif@irsftivmas), infeccion

benigna (Ml y dadores sanos) y enfermedad neurodegenerativa (Efijuvar31. Si bien el arbol es

el mismo que se describié en el inciso anterior, en este caso se pudo observar si las secuencias se
agrupaban por patologias. Segun lo observado en los 4 clados con sustento esbadisticapé 70),

el clado que contiene una secuencia de Africa y una Argentina corresponde a dos secuencias malignas
(bootstrap= 94), el clado que contiene una secuencia de Asia y una de Indonesia y Papua Nueva Guinea
corresponde a una secuencia benigna y la otra no identifimaoitfap= 90), el clado que contiene 7
secuencias de Argentina corresponde a 5 secuencias maligmastrap= 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 Papua Nueva Guinea y 1 secuencia europea corresponde a 16 secuencias
malignas y 5 secuencias beragnpootstrap= 95). En lo referente a las lineas celulares y los alelos
previamente descriptos, aunque sin soporte estadistico estadistico, se observo que todos se encuentran
en clados mixtos con secuencias de origen neoplasico, neurodegenerativo e infecciébn benigna o
portadoresanospor lo tanto, ninguno de los alelos estudiados resulté asociado a la EM, ni tampoco se
identific6 un alelo protectivo que segregue preferencialmente con secuencias benignas o con el grupo

control.
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Figura 31: Reconstruccion filogenética obtenida a partir del alineamiento realizado con las
secuencias de la amplificacion del gen BYRF1 de pacientes con EM, controles sanos, secuencias de
referencia, alelos y secuencias de distintos aislamientos de muhekcargadas de GenBank
Agrupamiento por patologia de los aislamientos obtenidos en este trabajo y los descafgadBsule

La escala indica el nUmero de sustituciones por sitio. Secuencias de referencia y alelos descriptos (rombo
amarillo), EM de Argentina (circulo rojo), grupo control de Argentina (circulo azul), patologias
neoplésicas (triangulo negro), portadores corcoifm benigna (triangulo blanco).
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A modo de aclaracion, bien elmaterial genético utilizado como templado para llevar a calieGas

y la posterior secuenciacion de los productos de amplificacion fue el mismo, no en todos los casos fue
posible secuenciar ambos genBE€RF1y BYRF1) En total, entre la secuenciacion p&@RF1 y

BYRF1se obtuvieron 50 secuencias de pacientes y 37 secuencias de controles sanos. En algunos casos
solo fue posible secuenciar el geE@RF1(5/50 EM y 7/37 CS) y en otros casos soélo fue exitosa la
secuenciacién del g8YRF1(31/50 EM y 22/37 CSBe logré la secuenciacién 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 decidid investigar la
respuesta transcripcional en dichos linfocitos infectados por el EBV. A fin de separar la poblacién de
linfocitos de interés por citometria de flujo, seliryeron controles de autofluorescencia (células sin
marcacion) y los controles de isotipos correspondientes, segun se detallé en la seccién de metodologia.
A partir de estos controles se determinaron los cuadrantes correspondientes que permitieran separar
los linfocitos B segun su estatus de infeccion. De esta forma se seleccioné la poblacitBENDRD,

linfocitos B de memoria o virgenes, infectados con el virus Epstein Barr y los linfocito$ EBI2A1

gue no estaban infectados con el virus. Ambos grupos de células fueron sepabsgrting luego

se extrajo el ARN y fueron remitidas como parte de una colaboraciGBroad Institute en
Massachusetts, Estados Unidos, para analizar su perfil transcripcional por secuenciacion masiva del
ARNmM (RNAseq.

Debido a que la cantidad de células sorteadas en el grupo EBRA1* fue muy escasa, se decidid

hacer urpool con las muestras de linfocitos B de memoria y virgenes. Smrelaurasi la cantidad

de ARN era menor a la requerida para el ensayRNiseqpara la poblacion de linfocitos B totales
infectados por el EBV, finalmente se opt6 por realizar un npewvbcon 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 CIEENAL" del grupo de pacientes con
esclerosis multiple; (2) linfocitos B totales CDZBBNAL del grupo de pacientes con esclerosis
multiple; (3) linfocitos B totales CD2&EBNA1* del grupo de controles y; (4) linfocitos B totales CD20
EBNA1 del grupo de controles.

En colaboracién con el laboratorio del Dr. Francisco Quintanaigélam and Women’s Hospitake

realizé el ensayo d@NAseqy el andlisis bioinformatico comparando estos 4 grupos de interés.

El primer analisis que se realiz6 fue el de andlisis de componentes principales C& Poincipal
Component Analysipor sus siglas en inglés), donde se aprecia como agruparon las muestras en base a
su similitud (Figura 32). A partir de dicho gréfico, se observo 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 pobl&b@9" EBNA1* difiriera entre pacientes y
controles, H8 y H7, respectivamente, esto no fue observado. Este ultimo hecho podria deberse a la escasa
cantidad de eventos separados durante la citometria de flujo.

PCA ; ntop = 500

H3
5 CD20* EBNAL

5 CO20" EBNALY

e H7

EM CD20* EBNAL"

PC2: 8% variance

EM CD20° EBNAL

{12

PCI: B4% variancs

Figura 32: Analisis de componentes principales a partir de los resultados del ensayo desBNEn
el gréfico se ven 4 poblaciones: Controles COEBNAL (H3). Pacientes con EM CD2BBNA1
(H4). Controles CD2EBNAL* (H7). Pacientes con EM CD2BBNAL1* (H8).

Luego se graficé un mapa de caloedtmap)yue permite visualizar e interpretar los datos de expresion

de los transcriptos. En edteatmap cada fila representa un transcripto, mientras que cada columna
representa una muestra. Los colores y su intensidad representan los cambios en la expresion del
transcripto (rojo = sobreexpresion, azul = baja expregioglira 33). Dado que finalmente solo se tuvo

una muestra por grupo, no se pudo calcular la variabilidad dentro de los grupo$alE®Riscovery

rate, por sus siglas en inglés). Se observa eheatmapque existe diversidad de transcriptos con
expresion diferencial entre los grupos. Dado que la expresion diferencial de genes en linfocitos B de
pacientes con EM y controles fue ampliamente descripta a lo largo de los afios, este andlisis sélo se
focaliz6é en la comparacion de linfocitos CD2BBNAL* entre pacientes y controles. Al tratarse de mas

de 50 genes que se encontraban diferencialmente expresados entre las poblaciones de interés, se realizo
una busqueda mas especifica. Con la ayuda de un especialista en bioinformatica, se seleccionaron del

listado inicial aquellos transcriptos con polimorfismo de nucleétido Urg®P ( Singlenucleotide
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polymorphismpor su sigla en inglés) previamente descriptos como asociados a EM en bases de datos

(Beecham eal.,

2013; International Multiple Sclerosis Genetics Consortiuah.,€2011; International

Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019a)ego deestablsqueda, el listado de transcriptos se

redujo a so6lo un gen, el glRGAP1que codifica para la proteina IQGAP1. En este caso, se determind

gue el ARNm déQGAP1tenia una expresion significativamente menor en linfocitos B CERRAL*

de pacientes

con EM comparado con linfocitos B CIEEBNAL de pacientes con EM (p = 0.03),

mientras que en el resto de los grupos comparados no se vieron diferencias significativas.
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Figura 33: Heatmap a partir de los resultados del RM&q En las columnas de izquierda a derecha
se visualiza: Controles CD2BBNAL1, Pacientes con EM CD2BBNA1, Controles CD20EBNA1',
Pacientes con EM CD2&BNAL". 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 vitre Silenciamiento de Iggapl

Dado que en los resultados dNAseqse observo una disminucidén en la expresion del ARNm de

IQGAP] en los linfocitos B de pacientes con EM EBNAh comparacion con los linfocitos B de

pacientes con EM EBNAJlse decidio realizar ensayisvitro, silencianddQGAP1con un ARN de

silenciamiento.Por lo tanto, se silencio el géqgapl en linfocitos B de raton (una situacion que
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representa lo observado en linfocitos B EBNA# los pacientes con EM) y se los compard con
linfocitos B de ratén sin silenciar (situacion que representa a los linfocitos B EBNA1

5.6.1. Efectividad del silenciamiento de lggapl

Como primer paso se verifico que el ARN de silenciamiento elegido, efectivamente hubiera silenciado
parcialmente al gelggapl Cabe mencionar que el sistema utilizado no inactiva por completo al gen
de interés, sino que es un sistema de disminucién parcial de la expresion del gen. En este caso, era de
interés que la disminucion de la expresion fuera parcial, dado que en e deBNAseqse observo

gue si bien los linfocitos B EBNAHe los pacientes expresaban el gen, su expresion estaba disminuida
comparado con los linfocitos B EBNABe decidié corroborar el silenciamiento parcial deliggapl
utilizando la técnica dgPCR

Tanto para estgPCRcomo para las siguientes, se realizaron los pasos de validacién explicados con
anterioridad en el incis8.2 En todos los casos el gen enddgeno seleccionadedpdh.A modo de
ejemplo se describe el proceso de puesta a punto y validacidggeay Gapdh En base a las curvas

de amplificacion ensayadas p&apdhe Iggapl, se determinaron los pardmetros correspondientes al
umbral y a la linea de base. En el cas@dpdhel umbral seleccionado fue 0,29 y la linea de base 20,

mientras que patggaplel umbral seleccionado fue 0,17 y la linea de bag€itjdra 34).

Grafico de amplificacion

.
* hang

;v‘ ‘ fn 8 1.0 1.2' 1‘4 1;,'1 1'3 SJ 22 2:4 i? 213 35 ?.2 }i }': H V tﬂ

Ciclo
Figura 34: Curvas de amplificacion para los transcriptos de Gapdh e Iqga@raficos
correspondientes a las curvas de amplificacidn, con sus respectivos duplicados. En cada caso, se grafica
el cambio de fluorescencia (RN, en unidades ar |
valor umbral para las diluciones seaadl décimo. El valor del umbral se determiné a partir del gréafico

en escala logaritmica (linea verde para el transcrip@egelh linea celeste para el tgapd).
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Con respecto a las curvas de disociaaiel{ing) en todos los casos se observo un pico correspondiente
a cada producto de amplificacién, y un pico de tamafio despreciable que corresponderia a los dimeros
de cebadore@-igura 35).

Curvas de melting
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Iggap'
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-Rn
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0.0

85.0 700 75.0 80.0 85.0 0.0 05.0
Tm: 79.51

Temperatura (°C)

Figura 35: Curvas de melting para los transcriptos de Gapdh e Iqgapd graficaron las curvas de
melting asociadas a las curvas de amplificacion obtenidas3agrdhe Iqgapl Curva verde para el
transcripto dé&sapdh curva celeste para el transcriptolgigapl.

Luego se graficaron los valores de Ct obtenidos para cada dilucion de las curvas de calibracion
en funcién del logaritmo de dicha diluci@irigura 36). Como primera validacion, se verifico que las
curvas estandares obtenidas pagaply Gapdhfuesen paralelas y, a su vez, que la eficiencia de
amplificacién se encontrase en un rango entre 90 y 110%. Finalmente, se obtuvo el coeficiente de
correlacion (R) para cada una de las curvas estandar. En ambos casos, se obtuvieron vafarae de R
demostraron un ajuste adecuado de los valores de cada curva estandar, mientras que los valores de las
eficienciasse encontraron dentro del rango esperado, lo cual confirma que, luego de cada ciclo de

amplificacién, el templado se duplica durante la etapa exponencial del ciclo.
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Figura 36: Curvas estandares para los transcriptos de Gapdh e lqg8glgrafico el Ct obtenido en
cada dilucién seriada en funcion del logaritmo de dicha dilucion. Para el transc@apdiese ilustran
los valores correspondientes a las eficiencias (E) y a los coeficientes de correadnctor verde.
Mientras que para los transcriptoslidgaplse ilustran los valores de E y & color celeste.

Por %l ti mo, se grafic- el v al olggappLel valorale Ctded e | v
transcripto désapdh en funcion del logaritmo del factor de la dilucion de cada punto de las diferentes
curvas estandaréBigura 37). A partir de la regresion lineal de los datos, se calcul6 la pendiente de la
recta, parametro en el cual un valor menor o igual a 0,1 es considerado como aceptable dado que indica
gue la diferencia en el nivel de amplificacién entretiasscriptoses constante a lo largo de todas las

diluciones.
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Figura 37: Validacion final de Gapdh como genendégei®e gr af i c -lqggaplyGgp@ha ent r e
partir de los datos obtenidos de las curvas estandar para cada dilucion. Se ilustra la linea de tendencia

con su correspondiente ecuacion.
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Segun se observa enflgura 37, la pendiente de la recta, m = 0,0278, resulté 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 confirmé la eleccion Gapgircomo gen
enddgeno a utilizar durante todos los experimentos de este trabajo de tesis.

En base a la eleccién del gen enddgeno y utilizando la técngRrGlRese comprobo6 que la expresion
delggaplde los linfocitos B aislados de raton C57BL/6J salvaje luego de 3 dias de cultivo, disminuye
al usar el ARN de silenciamiento dirigido contggiapl (IggapksiRNA) con una expresion relativa
media de 0,68 £+ 0,03 comparado con el ARN de silenciamiento que no esté dirigido a ningun blanco
especifico (sesiRNA) con una expresion relativa media de 1,03 £ 0,03 y dicha disminucion fue

significativa estadisticamen{p = 0,0008, prueba t de studdjffigura 38).
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Figura 38: Grafico de barras comparando la expresion relativa del gen Igqgapl utilizando un ARN
de silenciamiento que no esta dirigido a un blanco especifico-¢#8NA) y el ARN de silenciamiento
dirigido (Iggapl-siRNA). Silenciamiento déqgaplluego de 3 dias de cultivo de linfocitos B aislados

de ratén C57BL/6J salvajea altura de la barra representa la media de 6 réplicas y se grafica la barra
de DE *** p = 0,0008, prueba estadistica t de student.

5.6.2. Proliferacion celular

Teniendo en cuenta estudios previos que demostraron que la proteina IQGAP1 estéa involucrada en la
regulacion de proliferacion celular de linfocitos T CRLD8* (Gorman etl., 2012a; Okuyama at.,

2020) y por otro lado, teniendo en cuenta que se reportd que los pacientes con EM presentan un aumento
en la proliferaciéon de los linfocitos B virgenes madyiisnunen etl., 2013) se evalu6 cual es el

efecto de la disminucién de la expresionlgigaplen la proliferacion de los linfocitos B. Para dicho

objetivo, se realizd un ensayo de incorporacion de timidina tritiada, tal como se explicoé en &PRinciso
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Luego de silenciar parcialmente la expresiomgd@plen cultivo de linfocitos B de ratones C57BL/6J
salvajes se observo un aumento en la incorporacion de timidina tritiada (84257 + 12874 cpm) respecto
de los linfocitos B transfectados con el-sd®NA (47283 + 12205 cpm), diferencia que resultd
estadisticamnte significativa (p = 0,0009, prueba t de stud@igura 39).

ok k

100000

80000 -

60000

cpm

40000

20000 -

0-
scr-siRNA Iggap7-siRNA

Figura 39: Grafico de barras comparando la proliferacion celular de los linfocitos Basayo de
incorporacion de timidina tritiada para evaluar proliferacion celular en linfocitos B de ratones C57BL/6J
salvajes, usando un ARN de silenciamiento controtRNA) y un ARN de silenciamiento dirigido
contralggapl(lggapksiRNA). cpm (Cuentas por minuto). La altura de la barra representa la media de
6 réplicas y se grafica la barra de.D® p < 0,001. Prueba estadistica t de student.

5.6.3. Evaluacién de citoquinas por gPCR.

Una de las funciones mas importantes de los linfocitos B es su capacidad de producir citoquinas, lo cual
permite modular la respuesta local inmune. Particularmente en la patologia de la EM, hay un
desequilibrio en la produccion de citoquinas proinflamasogi antiinflamatorias, que modifican el

ambiente inflamatorio y promueven la activacién de macréfagos y linfocitos T. Se reporté que los
linfocitos B aislados de sangre de pacientes con EM exhiben un perfil anormal de citoquinas
proinflamatorias, con nives elevados de GMSF, 1.6 y TNFU, y menores cantic
antiinflamatoria 1-:10, en comparacion con dadores saftt@usseKinzel & Weber, 2019; Jain &

Yong, 2022; R. Li & BaiOr, 2019)

Por lo tanto, una vez comprobado que era posible silenciar éjgggolen linfocitos B en cultivo, y

teniendo en cuenta lo descripto previamente, se evalud la expresion de los ARNm que codifican para

l as citoquinas pr oi n-B)lyaniiaflantatoriadlisl0) @l SilericidiggapIger- U e | |
gPCR(Figura 40).
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Luego de silencialggaplcon el siRNA especificase observo una disminucién en la expresion del
ARNmM de la citoquina proinflamatoria Csf2 con una expresion relativa media de 0,62 respecto

de los linfocitos B transfectados con el-si®NA 1 + 0,07, diferencia que resulté estadisticamente
significativa (p = 0,0079, prueba t de student). Por su parte, la expresion relativa media de la citoquina
antiinflamatoria 1-:10 fue de (§3+ 0,26 frente a la expresion de la condicién control 1 + 0,21, diferencia
estadisticamente significativa (p = 0,0323, prueba t de stublergg observaron cambios significativos

en |l a expresi-n relativa de TNF8 (pEP05>pruba O6de, pru

student).
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Figura 40: Grafico de barras comparando la expresion relativa de distintas citoquitassayo de
gPCRpara evaluar la expresion relativa de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en linfocitos
B aislados de raton C57BL/6J salvaje, usando un ARN de silenciamiento contsiR($4) y un ARN

de silenciamiento dirigido conttggap1(lqgapksiRNA). A) Csf2 B) T n fQ)1)10; D) I16. La altura

de la barra representa la media de 4 réplicas y se grafica la barralriétia estadistica t de student

en el caso d€sf2, 1110 e 116 Prueba estadistica de Mann Whitney en el cago md * 6 <0,05, *p

< 0,01.

5.6.4. Evaluacién de citoquinas por ELISA

Con el objetivo de evaluar si el efecto del silenciamiento a niveRiMm tenia alguna consecuencia a

nivel proteico, se evalué la secrecidn de citoquinas en el sobrenadante del cultivo luego de silenciar el
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genlggaplen | i nfocitos B. Si bien se evadeddld)que | as
se habian analizado con anterioridadqi®CR la cuantificacion de Csf2 e 410 resulto ser indetectable
en el sobrenadante de cultivo. Por otro lado, y al igual que @RG& no se detectaron diferencias
significativas en | & (emambostcdasdsip e B05,iprugba db Mani \NHithgy) e | L

(Figura 41).
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Figura 41: Gr8fico de barras compar abnEhsayolda secr

ELISA para determinar la cuantificacion de citoquinas proinflamaté)idsN F B)IL-6 en linfocitos

B aislados de ratén C57BL/6J salvaje, usando un ARN de silenciamiento corntsiR(84) y un ARN

de silenciamiento dirigido conttggapl(lqgapksiRNA). La altura de la barra representa la media de
3 réplicas y se grafica la barra de.[pE> 0,05, Prueba estadistica de Mann Whitney.

5.6.5. Silenciamiento de Iggapl en linfocitos B vy posterior cocultivo con linfocitos T

La presentacion antigénica y la coestimulacion son funciones cruciales en la interaccién de los linfocitos
B con los linfocitos T. Luego del reconocimiento y procesamiento de un antigeno por parte de un
linfocito B, éste sera presentado en la superficia délula B en el contexto de las moléculas MHC de
clase Il a los linfocitos T CD4los cuales seran activados. A su vez, tanto en pacientes con EM como
en el modelo animal de Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE, por sus siglas en inglés), se
demostré que los linfocitos B producen dafio al SNC de forma indirecta, a travéstelazion fisica

con las células T, induciendo la expansion de linfocitos T autorrea¢BaesherAllan etal., 2018;
Fraussen dil., 2016)

Una vez determinado el efecto del silenciamienttmdaplen linfocitos B en forma aislada y teniendo

en cuenta la informacion descripta previamente, se prosiguio a evaluar el efecto del silenciamiento de
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Iggaplen la interaccion 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 Thly Thl17y
se repitio el ensayo de cocultivo.

5.6.5.1. Proliferacion celular

Dado que en el incis®.4 se describid que los linfocitos B en cultivo dqgaplsilenciado aumentaban

su proliferacion respecto de los linfocitos B sin silenciar, se estudié el efecto de la mencionada
proliferacion en cocultivo con linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII. Si bien el racional detras
de la eleccion de estosaats fue detallado en la seccidnlde la Metodologia, a modo de recordatorio
cabe destacar que estos ratones poseen un receptor TCR re arreglado a fin de poder reconocer el péptido
MOGssssy OVAaz3339 respectivamente y son ampliamente utilizados para el estudio de la biologia de
los linfocitos T.

Por lo tanto, luego de silencilrgaplen linfocitos B y cocultivarlos con los linfocitos T, se evalu6 la
proliferacion celular de los linfocitos T (poblacién Cpgor citometria de flujo mediante la deteccion

del marcador de proliferacién celular Kig7primero se seleccioné la poblacién CO@arcador
correspondiente a la poblacién total de linfocitos T) y dentro de la misma se selecciond la poblacién
CD4', para finalmente seleccionar la poblacion de células*Ki@rego de esta estrategia giting
CD3'CD4*Ki67*, se determin6 que con respecto a los linfocitos T provenientes de los ratones 2D2, al
silenciar el getiggaplel porcentaje de proliferacion fue 8,26 + 2,49 % mientras que al usar el ARN de
silenciamiento control seiRNA, el porcentaje de proliferaciéon fue de 3,88 + 1,06 %. A su vez, y de
forma similar, en los linfocitos T provenientes de los ratones OTIIl,s8m@& un porcentaje de
proliferacion del 43,06 + 6,06 % al silenciar el gen de interés y 34,88 + 3,23 % cuando se utiliz6 el ARN
de silenciamiento control. Se observé un aumento significativo de la proliferacién tanto en linfocitos T
provenientes de ratoe€D2 (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 silenciadiggagdn

SiRNA comparados con los linfocitos B sin sileng¢kigura 42).
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Figura 42: Grafico de barras comparando la proliferacion celular de los linfocitosEvaluacion de
proliferacion celular de linfocitos T, evaluado segun expresién del marcador Ki67 por citometria de
flujo en cocultivo de linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII, y linfocitos B silenciados usando
un ARN de silenciamiento control (ssiRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido contiggapl
(IggapksiRNA). La altura de la barra representa la media de 5 réplicas y se grafica la barra ge DE

< 0,05; Prueba estadistica t de student.

5.6.5.2. Evaluacién de marcador de activacion

Teniendo en cuenta que al silendiggaplen linfocitos B se observé un aumento en la proliferacion
tanto de linfocitos B como T, se decidi6 evaluar el marcador de activacién de linfocitos T, CD44, por
citometria de flujo. La glicoproteina de transmembrana de tipo |, CD44, es expresada es tigimto
celulares y es uno de los marcadores de activacion de linfocitos T mas utilizados. Luego del
reconocimiento de un antigeno, los linfocitos T aumentan rdpidamente la expresion de CD44 y dicha
expresion puede mantenerse incluso en los linfocitosriesieoria(Budd etal., 1987; Schumann at.,

2015)

Considerando lo anteriormente mencionado, se utilizd aestrategiade gating la seleccion de los
linfocitos T (CD3CD4'CD44"). Con respecto a los linfocitos T provenientes de los ratones 2D2, al
silenciar el geriggapl el porcentaje de activaciéon estimado fue del 13,45 + 4,04 % mientras que al
utilizar el ARN de silenciamiento control, el porcentaje de proliferacion fue de 6,26 + 1,79 %. Al mismo
tiempo, en los linfocitos T provenientes de los ratones OTII, se detewumjpdgrcentaje de proliferacion

del 64,80 + 4,55 al silenciar el gen blanco y 53,64 + 2,10 al utiliza&iR8A. A partir de la selecciéon

se determin6 que el aumento en la proliferacion celular de los linfocitos T QDB¥XKi67%), se vio
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acompafado con un aumento del marcador de activacién de linfocitos T CD44 tanto en linfocitos T
provenientes de ratones 2D2 como en linfocitos T provenientes de ratones OTII (p = 0,0174y p =
0,0011, pruebat de student, respectivamente) cuando se Uitsrzaba con los linfocitos B silenciados
conlggapl-siRNA comparados con los linfocitos B sin silen¢iigura 43).
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Figura 43: Grafico de barras comparando la activacién celular de los linfocitosEValuacion de
marcadores de activacion celular de linfocitos T, evaluado segun expresion del marcador CD44 por
citometria de flujo en cocultivo de linfocitos T provenientes de ratones 2D2 u OTII, y linfocitos B
silenciados usando un ARN de silenciamiemiatiol (scrsiRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido
contralqgapl(lggapLksiRNA). 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 estadistica t de student.

5.6.5.3. Efecto del silenciamiento de Iggapl sobre la presentacién antigénica

Dado que silencidggaplen los linfocitos B conduce a una mayor proliferacion, tanto de los linfocitos

B como T, y que a su vez este aumento esta acompafiado de un aumento en el marcador de activacion
CD44,y, por otro lado, sabiendo que los linfocitos B pueden actuar como células presentadoras de
antigenos, se evaluo cual era el efecto del silenciamiemtgaplsobre la presentacién antigénica de

los linfocitos B.

Inicialmente para evaluar dicho efecto, se siletgi@aplen células B de ratones salvajes y luego se
cocultivaron estas células con linfocitos T provenientes de ratones transgénicos (2D2 u OTII) durante 3
dias. Posteriormente, mediante citometria de flujo, se determin6 el porcentaje de linfocitos B que
expresahn los marcadores CD80, CD86 y MHCII, que se encuentran en la superficie de las CPA. Como
estrategia dgating, se seleccionaron las células CO2B80, CD19CD86" y CD19MHCII*. Al

silenciar el geriqgapl en células B y su posterior cocultivo con linfocitos T de ratones 2D2, el
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porcentaje de células CDTID80" fue del 1,05 + 0,11 mientras que al usar el ARN de silenciamiento
control, el porcentaje de la poblacion de células CODB0' resulté de 0,74 + 0,24, una diferencia
estadisticamente significativa (p = 0,0338, prueba t de stuf(feigtjra 44 A). No se observaron
diferencias significativas en los demas marcadores evaluados en ratones 2D2 ni OTII (p > 0,05, prueba
t de studentjFigura 44 By C)
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Figura 44: Gréfico de barras comparando el porcentaje de los marcadores de activacién de linfocitos

B. Evaluacion de marcadores de células presentadoras de antigenos por citometria de flujo, en linfocitos
B de ratones C57BL/6J salvajes, evaluado segun expresion de los marcadores CD80, CD86 y MHCII,
por citometria de flujo en cocultivo de linfocitos T prolres de ratones 2D2 u OTII, y linfocitos B
silenciados usando un ARN de silenciamiento controlgtNA) o un ARN de silenciamiento dirigido
contralggapl1(lqgaplsiRNA). A) CD80;B) CD86;C) MHCII. La altura de la barra representa la media

de 5 réplicas y se grafica la barra de. PR < 0,05. Prueba estadistica t de student.

5.6.5.4. Evaluacién de factores de transcripcion de linfocitos T por PCR cuantitativa

Dado que el silenciamiento diggapltuvo un impacto significativo en la proliferacion y activaciéon de

los linfocitos T, pero que dicho efecto no estuvo involucrado con la presentacion antigénica, se decidid
determinar si habia algun subtipo de linfocito T que estuviera siendo mayormeaigoadias células

Thl y Th1l7 son los linfocitos T efectores més importantes en la patogenia de la enfermedad. Los

linfocitos CD4 Th1 se caracterizan por la expresion del factor de transcripdi@t Y la secrecion de
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Il FNo y est 8n asoci ad(Ghtnisc200Y; Dhagbanieh, 2021) Podsa parte; lesl ul ar
linffocitosCD4Th17 son caracterizados ©por |l a expresi-n
secrecion de la citoquina L7 y son comUnmente asociados a la inmunidad contra los patdégenos
extracelularegGoverman, 2009; Moser at., 2020) La interaccién entre los linfocitos B y los T,

influye en la polarizacion de los linfocitosCID4* Th1/Th17. Por otro lado, los linfocitos T reguladores

(Treg S€ caracterizan por la expresion del factor de transcripcion FoxP3 y tiene un rol importante en la
supresion de la respuesta inmune. Sin embargo, segun estudios tanto en ratones como en humanos, la
poblacion de célulasf puede reprogramarse en una nueva poblacion patogénit&HoxP3,

fenotipica y funcionalmente similar a los linfocitos Th17, y que se describi6 involucrpdéobrgias

como la artritis autoinmun@®u etal., 2014; Komatsu &tl., 2014)

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se silegeplen células B de ratones salvajes

para luego cultivar estas células con linfocitos T provenientes de ratones 2D2 que previamente habian
sido diferenciados a los linajes Thl y Thl7. Finalmente, medi@R se determind la expresion
relativa de los ARNm que codifican para los factores de transcriRo@R ORo T e n ,fbw2hano s)
(T-bet en humanos) Foxp3(FoxP3 en humanos). En la poblacién de linfocitos ThO (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 polia@érobservd una mayor
expresion del factor de transcripcidibx21. El incremento en la expresion relativa media para la
condicion de silenciamiento digapl, fue 3,22 + 0,18, mientrague, para la condiciéon sin
silenciamiento, fue 2,71 + 0,19. Especificamente, al silerig@apl, la expresion derbx21 fue
significativamente mayor en comparacion a la condicion sin silelygjapl(p = 0,0076, prueba t de
student)Figura 45 A).

Por su parte, en la poblacion Th17 se observé una alta expresiéon tanto del factor de trarRoripcion
como deFoxp3.En primera instancia, el cambio en la expresién relativa media para la condicién de
silenciamiento ddqgapl, fue 120,3 + 5,0; mientras que para la condicion utilizando el ARN de
silenciamiento control fue de 96,36 + 14,69. En este caso, al silenciar Eggeri, se detectaron
diferencias significativas en la expresion del marc&tmc comparado a la condicion sin silenciar el
gen diana (p = 0,0215, prueba t de studé@rigura 45 B). Finalmente, con respecto al factor de
transcripciénFoxp3,se observd un cambio en la expresion relativa media de 19,94 + 2,21 al silenciar
Iqgaplfrente a un 16,15 £ 0,96 cuando no se silencio el gen de irseréste contexto, su expresion

fue significativamente mayor al silencilgapl,comparado a la condicién sin silenciamie(po=
0,0199, pruebat de studer({§igura 45 C).
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Figura 45: Gréfico de barras comparando el nivel de expresion de los ARNm de factores de
transcripciéon de linfocitos T bajo condiciones de diferenciaci6kvaluacion de factores de
transcripciéon Tbx21, Rorc y Foxp3Je linfocitos T pogPCR en cocultivo de linfocitos T provenientes

de ratones 2D2 diferenciados en los distintos linajes y linfocitos B silenciados usando un ARN de
silenciamiento control (s&iRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido conttagapl (lggapk
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 estadistica t de student.

5.6.5.5. Andlisis de expresién de citoquinas de linfocitos T por gPCR

Una vez que se determiné cual era el efecto de silenciar &gggpilen linfocitos B y su efecto sobre

la expresion de los factores de transcripcién en los linfocitos T, se evalglB@Brla expresion de los

ARNM que codi fican para citdqguyiCBRRsyY lacitoquinaf | amat
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 dedmibcit
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Se evalug el efecto del silenciamientdggaplsobre diferentes poblaciones de linfocitos T. A tal fin,
como se describio con anterioridad, se partio de un mesale linfocitos T sin diferenciar (ThO) de
ratones 2D2, y en pocillos independientes se realiz6 la diferenciacion a linfocitos Thl o Th1l7. De este
modo se lograron cultivos de las tres poblaciones de linfocitos.

Particularmente en la poblacion de linfocitos B cocultivados con los linfocitos Th17, la expresion
relativa media de la H17 fue mayor al silenciar el geggapl.En este sentido se determiné que el
cambio en la expresion relativa media resulté det1);29 cuando se silencio el gepgapl, mientras

gue al utilizar el ARN de silenciamiento control la expresién relativa media resulté @g22. Dicho
aumento en la expresion del ARNm dellE resulté significativo (p = 0,0088, prueba t de student) ver
figura 46 A Por su partg particularmente en la poblacion de linfocitos B cocultivados con los linfocitos
diferenciados a Th1l, la expresion relativa media de-tE0laumenté al silenciar el géggapl, siendo

del 31,76 = 3,14, mientras que al utilizar el ARN de silenciamiento control fue de£23,23. La
expresion dél-10 se encontré aumentada significativamente al silenciar dhggeplcomparado con

la condicién control (p = 0,0032, prueba t de studentfigara 46 B. Finalmente, no se observaron

di ferencias significati v aes ninguna de las poblacionest celganes n a s
evaluadas (en todos los casos p > 0,05, prueba t de st(kigatp 46 C y D)
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Figura 46: Gréafico de barras comparando el nivel de expresion de los ARNm de las citoquinas
evaluadas en diferentes poblacionés linfocitosT. Evaluacion de citoquina#l17, 1110, Ifroy Csf2)
porgPCR en linfocitos T provenientes de ratones 2D2 en cocultivo con linfocitos B silenciados usando
un ARN de silenciamiento control (ssiIRNA) o un ARN de silenciamiento dirigido contiggapl
(lggaptsiRNA). La altura de la barra representa la media de 4 réplicas y se grafica la barraéAjle DE
1117; B) 1110; C) Ifno P) Csf2 * p < 0,01. Prueba estadistica t de student
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Discusion
Discusion

Durante varios afios, se exploro la posibilidad de una conexién entre dtpgtesn Bar(EBV) y la
esclerosis multiple (EM). Una conexion que se basa en gran medida en la evidencia recopilada en las
Gltimas dos décadas a través de estudios epidemioldgicos, seroldgicos y virales realizados en diversos
paises y que sustentan el concepto deetjiEBY desempefia un papel en el origen de la enfermedad
(Ascherio & Munger, 2016; Larsen a&t, 1985; Levin eal., 2005b; Mohammadzamaniat, 2024;
Ruprecht, 2020; Soldan & Lieberman, 202Bh los ultimos dos afios, los hallazgos cobraorn mayor
relevancia, impulsados principalmente por dos investigaciones clave: una que establecié una relacion
causal entre el EBV y la EM y otra que identificé un posible mecanismo para dicha asociacién. En el
primer estudio, Bjornevik y col., llevaron a cabo un andlisis longitudinal durante 20 afios, donde
demostraron que los individuos EBV positivos tenian mayor probabilidad de desarrollar EM, mientras
gue el riesgo no aumentaba con la infeccién de otros qireise transmitian a través de la misma via,
como el CMV(Bjornevik etal., 2022a)Por su parte, el trabajo realizado por Lanz y col., demostré un
mecanismo de mimica molecular entre el antigeno EBNAL1 y la molécula de adhesion Gl{akgzM

etal., 2022) este descubrimiento proveeriaealacede asociacion entre la EM y el EBV. Més alla de

la clara evidencia que relaciona al EBV con la EM, el principal desafio radica en demostrar que un virus
ubicuo como el EBV, que infecta a mas del 90 % de la poblacion mundial y que en una amplia mayoria
delos casos produce produce una infeccion 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 d una enfermedad autoinmune como la esclerosis mdultiple. Por lo antes expuesto, resulta
de sumo interés determinar los mecanismos especificos a través de los cuales el EBV contribuye al
desarrollo de la EM. En este estudio prospectivo, realizado entafidss2018 y 2023, se analizé la
serologia, carga viral del EBV y se caracterizaron las variantes de la secuencia de la regién promotora
y codificante del geBCRF1que codifica para el antigeno vIL10 y derdgion 3 terminal del gen
BYRF1que codifica pe el antigeno viral EBNA2, tanto en pacientes con esclerosis multiple como en
controles sanos en nuestra region geografica. En paralelo, dado que los linfocitos B de memoria son el
principal reservorio del virus en estado de latencia y que el EBV tieapdaidad de transformar dichas
células(Mrozek-Gorska etl., 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 iaflcciondel EBV en linfocitos B de pacientes con EM.
Finalmente, y a partir de los resultados obtenidos, se realizaron egtudios a fin de determinar el

efecto de la modulacién 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 mdltiple.
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Teniendo en cuenta la evidencia seroepidemiolégica 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 comparacion con los controles, en un poaserse evalud 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 anticuerpd&C#nty/o antk

EBNAL, y ninguno fue negfivo para ambos antigenos. Esta observacién resulté diferente a lo
previamente reportado en otras regiones geograficas, principalmente en paises desarrollados, donde se
determind que la prevalencia de la infeccidén por el EBV en pacientes con EM es mayar lps
controles. Segun distintos estudios y un ragalisis realizado en 2013 por Aimohmeed y col., entre el

98 y 100 % de los pacientes con EM fueron seropositivos para el EBV, mientras que solo el 94 % de los
controles lo fuerorfAlmohmeed etl., 2013; Dobson al., 2017; Goodin, 2009; Pakpooratt, 2013,
Ascherio & Munger, 2007; Bjornevik at., 2022a)

Una posible explicacién de esta disparidadedeltadogpodria ser que la edad de contagio con EBV en
paises en vias de desarrollo como Argentina, es a una muy temprana edad, debido principalmente al
hacinamiento en las viviendas de las poblaciones mas vulnerables, lo que resulta en un contacto cercano
entre bs infantes y el intercambio de secreciones orales al compartir biberones, utensilios y juguetes.
Aproximadamente el 90 % de la poblacién argentina presenta serologia positiva para EB¥fe$os 3
(Chabay etl., 2016) Coincidente con lgue,visto en Argentina, en paises asiaticos como Taiwan,
China y Tailandia, la seroprevalencia es del 90 % a temprana edad, entre los 7 (Véir@ogtal.,

2020.; Ye etl., 2023) Por su parte, segun 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
afios(Dowd etal., 2013; Fourcade at., 2017; Kuri etl., 2020) Cabe aclaramue,en los trabajos
mencionados previamente y realizados en paises desarrollados, las poblaciones son heterogéneas en
edad y por lo tanto es comparable. Por su parte,raptabnalisipublicado por Alimohemeed y col, se
incluyeron 7 estudios pediatricos y 32 estudios con ad(Mosohmeed eal., 2013b) En el trabajo
publicado por Bjornevik y col., donde siguié una cohorte de dadores sanos durante 20 afios, con el fin
de determinar el momento del inicio de la EM y si este se relacionaba con la infeccion por el EBV, el
40 % de la cohorte en estudio tenianos de 26 afios y la mayor proporcion de individuos tenia entre

15 a 20 afios al inicio del estudBjornevik etal., 2022a)

Una hipotesis alternativa para las diferencias observadas previamamt®nadapodria ser que la
seroprevalencia de una infeccion depende de la sensibilidad y especificidad de los métodos aplicados
para la deteccion del virus. ldealmente cuando se detecta un individuo seronegativo para el EBV se
recomienda realizar la deteccion izdindo otra técnica independiente de forma tal de corroborar el
resultado, poejemplo,combinar las técnicas de ELISA e inmunofluoresce(taahamyan eal.,

2020; Pakpoor, Disanto, at, 2013b) Por otro lado, se recomienda ampliamente, determinar por
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ELISA més de una serologia aftBV, debido a que se reportaron diferencias en la seropositividad al
detectar un Unico anticuerpedetectando 2 o0 méas anticuergfpsbson etl., 2017; Kuhle e#l., 2015)

Esto se deberia a que aproximadamente el 6 % de los individuos no desarrollan anticudt Bd&dnti

mientras que los anticuerpos av¥CA son mayormente detectables en individuos con infecciones
pasadagRuprecht, 2020)En consecuencia, cuando sélo se utilizé6 un método de deteccién o contra un
sélo antigeno viral, como en el estudio reportado por Ingram glecekultado de seropositividad podria

estar sesgado por la presencia de resultados falsos nedlaivam etal., 2010)

Siendo que la evidencia actual que relaciona a la EM y el EBV esta soportada principalmente en el
mayor titulo de anticuerpos especificos-&BV en pacientes comparado con los individuos del grupo
control (Bar-Or etal., 2020) se comparé el titulo de anticuerpos de los individuos de la cohorte en
estudio. En forma consistente con lo reportado en otras regiones geograficas, principalmente en Europa
y América del Nort€Ascherio etal., 2001; Bjornevik eal., 2022b; Comabella at., 2024; Linemann

etal., 2010; K. Munger dl., 2011; Ruprecht eil., 2014) en la cohorte estudiada en este trabajo de
Tesis también se observaron titulos significativamente mayores de anticuerpos de tipoWAagnti
antrEBNA1 en pacientes con EM. Si bien el resultado fue esperable y confirmoé lo reportado en otras
regiones,cabe resaltar que, a nuestro mejor entender, es el primer estudio de casos y controles que
estudia la relacion de la patologia con el titulo de anticuerpos en nuestro pais. Si bien al dia de la fecha
no se conoce con exactitud el mecanismo por el cuaidosduos con EM presentan mayores titulos

de anticuerpos arEBV, es valido suponer que presentan algun tipo de alteracion en el montaje de la
respuesta inmune frente al vild§etzen etal., 2023) En este sentiddaderach y Minpostularon que

la predisposicién genética y los factores ambientales podrian impedir el eficiente control inmunoldgico
de las células B infectadas con EBV y a su vez, impulsar la estimulaciéon de las células T autoinmunes
asi como también la inflamacionl NC (Laderach & Miinz, 2022Por su parte, y en linea con dicha
postura, otros trabajos previos reportaron una respuesta celular alterada con una alta frecuencia de
linfocitos T CD4" especificos conttaBNA1 y linfocitos TCD8' especificos conttaBNA1 secretores

de | NFo, comparada con individuos c(Agdinadl.,es o c
2013; Jilek enl., 2008; Linemann al., 2006)

En forma similar a lo que se describié para otras enfermedades autoinmunes, la esclerosis maltiple
presenta una mayor incidencia en mujeres, con una relacion de 3:1 segun datos de estud{@uabievios
etal., 2019; Jackson & Short, 2018; Ysrraelit & Correale, 20Ef)linea con esta apreciacion, otros
estudios sugirieron que el aumento en la incidencia podria deberse principalmente al efecto de las
hormonas gonadales, entre otras diferencias genéticas devenidas de los cromosomagGaiaales
2021; Harbo eal., 2013; R. R. Voskuhl et., 2020) Atendiendo al mencionado interrogante, se
evaluaron las posibles diferencias en el titulo de anticuerpos Ig&8@Aty anttEBNAL en nuestra

cohorte de pacientes y controles de sexo cromosdmico hombre y mujer. En ninguno de los casos
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(anticuerpos ayCA y antrEBNA1) se observaron diferencias significativas entre el grupo de
pacientes con EM respecto de los casos control, independientemente deloseasomicode los
individuos. Por el contrario, se realizaron trabajos en Asia donde se reportaron diferencias significativas
entre los grupos evaluados (hombvesujeres)Al-Temaimi etal., 2015; Mouhieddine eil., 2015)

Respecto a los anticuerpos avi€A, un trabajo report6 que en el Libano las mujeres con EM presentan
mayores titulos de anticuerpos IgG antA comparado con los hombres con BMbuhieddine eal.,

2015) Por su parte, en cuanto a los anticuerposeEBINAL, un reporte d&uwait demostré que las
mujeres con EM presentaban menores titulos de anticuerpos IgEBMAIL respecto de los hombres
(Al-Temaimi etal., 20195. Por otro lado, en estudios realizados en Estados Unidos y Alemania, donde
se evalud la serologia para EBV en cohortes de individuos sanos, se determind que las mujeres
presentaron mayores titulos de anticuerpos\#0f comparado con los hombres duraaténfancia y

la adolescencidFord & Stowe, 2013; Jackson & Short, 201Bjclusive, dicha diferencia persiste
durante la adultez, donde las mujeres EBV seropositivas tienen mayores titulos de anticudggas anti
comparado con los hombres EBV seropositihs]. Wagner edl., 1994) Contrario a lo previamente
publicado y concordante con nuestros resultados, en un estudio longitudinal llevado a cabo en Espafia
durante 2 afios, se determind que no hay diferencias significativas en los titulos de anticuerpas IgG anti
VCA ni ant-tEBNAL ertre individuos de sexoromosémicdiombre y mujefDominguezMozo etal.,

2022) La disparidad de los resultados podria explicarse con la teoria de que los estr6genos promueven
una respuesta inmune humoral mas eficiente, comparado con el rol inmunosupresor de los andrégenos
(Angeloni etal., 2021; R. Voskuhl, 2011Fi bien este enfoque excede el alcance del presente trabajo

de Tesis, resultaria de interés estudiar en un futuro el impacto de las hormonas sexuales sobre la

respuesta inmune frente al EBV en casos y controles de nuestrageogbéfica.

La EM es una afeccién que se caracteriza por la heterogeneidad de los sintomas desarrollados y el curso
de la enfermedad, que se divide en 4 fenotipos dependiendo de la manifestacién clinica del paciente:
Sindrome desmielinizante aislag®DA), Esclerosis multiple remitentecurrente (EMRR), Esclerosis

multiple primaria progresiva (EMPP) y Esclerosis multiple secundaria progresiva (EEtgf)hardt

etal., 2022) SDA se refiere al primer episodio de inflamacién desmielinizante en el SNC que podria
convertirse en EM si progresa la actividad. RR es el tipo de EM m&s comun que se caracteriza por la
desmejorale la funcion neurolégica que es acompafado por nuevos sintomas o el empeoramiento de
los sintomas ya existentes, que luego se recupera de forma total o parcial sin aparente progresion de la
enfermedad. PP y SP son las formas progresivas de la enferifPdesl Jadesmejoraonstante de la

funcion neuroldgica del el inicio de los sintomas sin recaidas ni remisiones iniciales y SP comienza
con un cuadro de remisiones y recaidas, que luego se conviertedasoggorgrogresivaKlineova

& Lublin, 2018) Las caracteristicas y los mecanismos patogénicos y la respuesta terapéutica de los
pacientes a los distintdsatamientoslemuestran que la neuro e inmunopatologia de la enfermedad es

muy distinta segun la forma clinica manifestédassmann, 2018b; Thompson, Banwellalet 2018)
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Teniendo en cuentas diferenciasnencionadas entre los distintos subgrupos, resulté de interés evaluar
posibles diferencias en el titulo de los anticuerpos ensayados en los 4 grupos en nuestros pacientes. En
este trabajo de Tesis, no se detectaron diferencias significativas en dititiiguno de los anticuerpos
evaluados segun la forma clinica manifestada. En linea con los resultados obtenidos, otros trabajos
tampoco reportaron diferencias significativas en cohortes de Asia (Emiratos Arabes yajoetianei

los pacientes con RR y los SDA en la deteccion deV@i ni antrEBNAL (Giel etal., 2017a)En
concordancia con estos resultados, otros grupos tanto de Europa como Asia tampoco observaron
diferencias en la deteccion daticuerpos ari/CA ni antrEBNA1 entre los subgrupos RR, SP y PP
(Ingram etal., 2010; Kofahi eal., 2020) Sin embargo, contrario a estos resultados, otros autores
reportaron que la respuesta serologica frente al EBV es distinta entre los distintos subgrupos clinicos.
Farrell y col, observaron que los pacientes con RR poseian mayores titulos de antictiefRid/Adh
comparado con los pacientes con las formas clinicas PP o SDA. Y a su vez, describié que los pacientes
PP presentaron diferencias significativas en el titulo de anticuerpasGhttomparado con los SDA

(R. A. Farrell etal., 2009) Por su parte, el grupo de Laribi y col. describié un aumento en el titulo de
anticuerpos aiEBNAL en pacientes SP comparado con los demas tipos de EM, mientras que el grupo
RR present6 mayor titulo de anticuerpos-st@iA comparado con los PP y SParibi etal., 2018)

Cabe mencionar que si bien en este trabajo de Tesis no se detectaron diferencias significativas en el
titulo de anticuerpos entre los grupos estudiados, no es pertinente descartar la posibilidad de que los
pacientes posean distinta respuesta serolégiER\4 dado que la falta de diferencias podria deberse al

bajo nimero de pacientes que presentaron las formas progresivas (PP y SP) de la enfermedad. En
consecuencia, seria de interés aumentar la cantidad de pacientes con las formas clinicas pragresivas pa

confirmar o refutar esta observacion.

Si bien actualmente no existe una cura definitiva para la EM, existen distintos tratamientos que reducen
el nimero y la severidad de las recaidas, asi como también pueden retrasar la progresion de la
discapacidad a largo plazo. Muchos de estos tratamipatistan interferir con la infeccion del EBV,

por ejemplo: 1) el Interferon beta posee actividad antiviral, 2) la teriflunomida inhibe la replicacion litica
del EBV, 3) el acetato de glatiramer, fingolimod y natalizumab alteran la composicion de linBycitos

4) Compuestos como @ituximab, ocrelizumab y ofatumumab eliminan los linfocitos B CD20
positivos(Dyer etal., 2023; Y. Guan dl., 2019) Teniendo en cuenta lo previamente mencionado, se
estudié y comparé eitulo de anticuerpos segun el tratamiento recibido por cada paciente, para dicho
fin se clasificaron los distintos tratamientos en tratamientos de primera o de segunda linea. Si bien no
se detectaron diferencias significativas entre los titulos de ergimaiantVVCA y el tipode tratamiento
recibido, si se observé una diferencia significativa en el titulo de anticuerpos I¢EBBIAL entre el

grupo de pacientes bajo tratamientos de segunda linea (Fingolimod y Natalizumab) y los pacientes sin
tratamiend. Contrariamentegstudios previoslescribieron que los titulos de anticuerpos-s@A y

antrEBNA1 no variaron entre los pacientes sin tratamiento versus pacientes tratados con Natalizumab,
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Interferén beta o acetato de glatiramer, lo cual sugiere que dichos tratamientos no afectan la respuesta
humoral frente al EB\(Castellazzi eal., 2015; DomingueMozo etal., 2022; Raffel etl., 2014) A

su vez, otro estudio poblacional realizaddrek desestima la relacion entre el titulo de anticuerpos 1gG
antrEBNA1 y los tratamientos tanto de primera como de segunda linea, al no determinar diferencias
significativas en los titulos de dichos anticuerpos entre los pacientes bajo tratamiento yidepsici
tratamiento(Al-Obaidi etal., 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, demostré que el titulo de anticuerposCanty antrEBNAL
disminuy6 significativamente en los pacientes bajo tratamiento, mientras que el titulo de estos
anticuerpos arEBV se mantuvo constante en los casos cofdishdinov etal., 2019) Por su parte,

un estudio realizado pdétersson Berg y col., demostré que los tratamientos de segunda linea como el
Natalizumab reducen de forma moderada el titulo de anticuerpdsBinen suer@gPersson Berg &tl.,

2022) Considerando que en el presente trabajo sélo se incluyé 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 estpartadosugieren que mientras el paciente reciba
tratamiento de segunda linea, es posible que no ocurra la reactivacion del virus EBV o que ocurra de
forma menos frecuente, conduciendo a una disminucién del titulo de anticuerdeRAfi.

Otro de los factores que influencian el curso de la EM es la edad; en este contexto un estudio que
involucré pacientes con mas de 65 afios demostré que estos poseen mayor predisposicion a desarrollar
las formas progresivas de la enfermedad (PP o SP) casopeoa los individuos jévenes, quienes
suelen desarrollar en su mayoria la forma(RRpasso adl., 2023; Sanai etl., 2016) Con el fin de

evaluar el efecto de la edad sobre el titulo de anticuerpeEBYiti se realizaron correlaciones entre
dichas variables. Como resultado, no se observé una correlacién significativa entre las variables
evaluadas en el grupo @acientesasi como tampoco en el grupo control. Teniendo en cuenta que el
envejecimiento esta relacionado con el deterioro de la capacidad de montar una respuesta inmunitaria
adecuada, asi como también se relaciona con altos niveles de mediadores proinflafivitosias

etal., 2023) hubiese sido esperable observar diferencias significativas en las correlaciones evaluadas.
En un trabajo publicado previamente, el titulo de anticuerpo&/@#icorrelacion6 en forma positiva

con la edad de pacientes con EM sin tratamiento y contiabes $a mayor edad, mayor titulo de anti

VCA); sin embargo, en el mismo trabajo no se detectd una correlacion significativa con la edad y el
titulo de anticuerpos aAEBNAL en los mismos individug®ominguezMozo etal., 2022) Un estudio
realizado porMouhieddiney col., también reporté una correlacién positiva y significativa entre
pacientes con EM (bajo distintos tratamientos) y el titulo de anticuerpeg@#tiDe forma similar a

lo descripto para el estudio de Domingi#azo, en este trabajo no se determinacorrelaciones
significativas referidas a la respuesta serologica contra EBNLhieddine etl., 2015) Por el

contrario,Mescheriakova y col, determinaron que el titulo de anticuerpo&R)FAL correlaciond en
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forma negativa con la edad, demostrando que los pacientes jovenes con EM presentaron mayores titulos
de anticuerpos que los pacientes de edad avanzada ddneskheriakova el., 2020) En este estudio,
Mescheriakovay col. atribuyen esta diferencia al fendmeno de la inmunosenescencia, donde los
individuos de mayor edad presentarian una respuesta inmunitaria alterada. Segun la bibliografia
disponible,las discrepancias respecto de los resultados obtenidos en los distintos estudios podrian
deberse a la edad de la primoinfeccién con el EBV y también podria depender del momento de
reactivacion del virus, algo que puede ser modulado por las terapias inmunosuiBzineasetl.,

2014; Thomasini &dl., 2017) En la cohorte en estudio en esta tesis, la edad de los pacientes con EM
no resultd ser un factor modulador del titulo de anticuerpo€E®Wi probablemente debido a que la

edad media de los individuos enrolados fue de 45 afios, por lo cual la cohulddaen este estudio

no constituye unpoblacion con predominio de adultos mayores.

En cuanto al estudio de otros factores ambientales descriptos como asociados al desarrollo de la
esclerosis mdltiple, fue posible obtener datos sobre el habito tabaquico y el IMC de la cohorte de
pacientes y controles que recibieron atencion en el ceetnmldgico Fleni. En primera instancia, el
andlisis del titulo de anticuerpos avtCA y antrEBNA1 demostré que, si bien existié una tendencia a

un mayor titulo de ambos anticuerpos en la poblaciéon de pacientes fumadores comparado con los
controles fumades, dicha diferencia no fue significativa. Dos estudios previos realizaddsg&irom

y col. y Simon y col., reportaron una asociacién entre los titulos de anticuerpgBMAtL y el habito
tabaquico, determinando que los individuos fumadores con altos titulos de anticuerpos tuvieron un
mayor riesgo de desarrollar EM. En ambos estud®silbores tuvieron en cuenta el habito tabaquico

al momento en que se realiz6 el diagnéstico de la enferm@diedistrom, Huang, etl., 2020; Simon

etal., 2010) Por su parte, en otros estudios los autores tuvieron en cuenta el historial del habito
tabaquico previo al desarrollo de la enfermedad; en este contexto, los mencionados trabajos
desestimaron la relacion entre dichos fact¢8ison etal., 2015; Sundqvist ell., 2012) Un tercer

disefio de este tipo de estudio fue el realizadavfmrouchehrinia y colen el cual cuantificaron el
namero de cigarrillos consumidos diariamente@r(+ 9,1) afiodesde el diagndstico inicial de la EM
(Manouchehrinia etl., 2022b) La disparidad de disefios respecto de este interrogante dificulta la
comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis con resultados previos. En paralelo, se
determind que aquellos individuos (sanos o con otras patologias asociadas@EB&k)ito tabaquico

poseen titulos elevados de anticuerposBBW y/o elevada carga viral en saliva respecto de individuos

no fumadore¢Chan eial., 2018; He edl., 2018, 2019; Nielsen at., 2007) En concordancia con los
mencionados trabajos, otros estudios poblacionales, asi como también un iandlisisdonde se

usaron lineas celulares expuestas a extracto de cigangjmstaron que el habito tabaquico induciria

la activacion persistente del ERW.-L. Hsu etal., 2020; Hu eal., 2019; Xu eal., 2012) Teniendo en

cuenta dicha informacion, seria interesante determinar si hay una interaccién aditiva o sinérgica entre

estos factores o si actian de forma independi&mteesumen, el disefio extremadamente variable de
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los estudios disponibles en la literatura especializada, asi como la variacion en el tamafio de las cohortes
estudiadas y el analisis estadistico implementado, sumado a la falta de resultados significativos en
nuestro estudio, probablemente debido al bajmero de pacientes enrolados, nos imposibilitd de
elaborar una mayor conclusion respecto de la variabilidad en el titulo de anticueriEB\agtiel

hébito tabaquico.

Por otro ladogn este trabajo de Tesis se determiné que los pacientes con EM presentaron un menor
indice de masa corporal (IMC) comparado con los individuos del grupo control. En linea con estos
resultados, se report6 en distintas cohortes de pacientes y catgrBl@®pa particularmente en Grecia,
Eslovaquia y Holandgue tanto hombres como mujeres con EM poseian un IMC menor comparado con
los controlegDardiotis etal., 2019; Keményova ali., 2015; Nortvedt edl., 2005) Sin embargo, otros

autores describieron que los pacientes con EM presentaron un mayor IMC que los d@ftantes/a

etal., 2016; Klaren etl., 2016) Con el objetivo de determinar si existia una correlacion entre dos
factores ambientales (sobrepeso/obesidad y EBV) se analizé el titulo de anticuerf@y/aei la

cohorte teniendo en cuenta su IMC. En primera instancia, observamos que al compabkacianp
(considerando hombres y mujeres) con EM y sobrepeso/obesidad respecto del grupo control con
sobrepeso/obesidad, los pacientes con EM presentaron mayor titulo de anticuefpB&Amti sin
embargo, los pacientes con EM no presentaron diferengiascativas respecto al titulo de anticuerpos
antiFVCA. Por su parte, y dado que los hombres poseen un mayor IMC que las mujeres, se decidié
separar la poblacion segun su sexo. Los hombres con EM y sobrepeso/obesidad presentaron mayores
titulos de anticerpos antVCA comparado con los controles masculinos con sobrepeso/obesidad; sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas en el titulo de anticuergoBNAfi entre los

mismos hombres. La pérdida de la significancia estadistica ecasspodria deberse principalmente

a la disminucién del nimero de individuos de la cohorte evaluada al separar los grupos segun su género.
Por su parte, en cuanto a las mujeres no se determinaron diferencias significativas entre los grupos:
mujeres con EM y saobpeso/obesidasls mujeres control con sobrepeso/obesidad, lo cual podria
deberse a que en nuestra poblacion en estudio se enrolaron pocas mujeres con sobrépesa.

similar, no se observaron diferencias significativas al comparar los titulos deegmtie entre los
pacientes con EM y el grupo control, seglin sexo en los individuos con peso normal y dé€lgadez.
respecto da asociacion entre el sobrepeso/obesidad y el titulo de anticuerpdsBBIAL, hay
evidencia contradictoria, por un lado algunos desestiman relacion alguna entre los titulos de anticuerpos
y el IMC (Jansen edl., 2016; Winter e&l., 2020) mientras que otros describen una asociacion positiva
fundamentalmente en cohortes de pacientes jévenes de ef2@eafi®s y de ambos sexgsagman

etal., 2025; Hedstrom, 2023; Hedstrém, Brennea) eR020; Hedstrom etl., 2015; Mohammadi &tl.,

2024; K. L. Munger edl., 2009) Cabe resaltajue,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 medih d#id8. Sin embargo,ggm

la bibliografia consultada el titulo de anticuerpos-BBINAL incrementa entre unos 15 a 20 afios antes
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de desarrollar EM y luego se mantienen constantes a lo largo de la vida de los indel.ayenze

etal., 2006) Por lo cual, si bien no podemos confirmar dicha aseveracion si podriamos asumir que el
titulo de anticuerpos de los individuos enrolados en este trabajo se mantiene desdebadei5si

este fuere el caso coincidiria con la bibliografia.

En resumen, si bien no se conoce el mecanismo a través del cual el sobrepeso/obesidad y el titulo de
anticuerpos arEBV podrian estar interaccionando, se hipotetiza que la obesidad resulta en un estado
de inmunodeficiencia en el cual hay una desreguiadédla produccion de citoquinas y una alteracion

en la presentacion antigénica, que podrian generar que los individuos con obesidad sean mas
susceptibles a la infeccion con agentes como el @Bisson & Beck, 2010; Mohammadiadt, 2024)
Finalmentey por lo previamente expuesto, resulta de sumo interés determinar el efecto verdadero de
los dos factores ambientales analizados en esta seccién (habito tabaquico e IMC) debido a que ambos
factores de riesgo son modificables mediante cambios en eldsstiida, ya sea abandonar el habito
tabaquico o bien llevar adelante una dieta saludable y realizar ejercicio que permita tener un peso sano.
De esta forma se podria evitar el progreso de la enfermedad o el empeoramiento de los sintomas y

mejora la calidad de vida de los pacientes con EM.

La EM es una enfermedad neurodegenerativa, que se caracteriza por inflamacion, pérdida axonal y
desmielinizacién. A su vez, la atrofia cerebral es considerada como una de las caracteristicas de la EM,
principalmente en las etapas tempranas de la enferm&lablien el proceso fisiologico del
envejecimiento es acompafado por la atrofia del cerebro, distintos estudios describieron que la
mencionada atrofia cerebral ocurre alrededor de 10 veces mas rapido en los pacieBtdsecon
comparacion con individuosisog(Giovannoni etl., 2016; Nijeholt, 2005).0s cambios en el volumen

del cerebro son predictores del dafio neuroldgico de los pacientes y esta correlacionado con la progresion
de la discapacidaFragoso eal., 2017; Samann at., 2012) A su vez, se observo la presencia del

virus EBV en el SNC de pacientes con EM; mas precisamente, se describié la formacion de foliculos de
linfocitos B (principal reservorio de EBV) en meninges y lesiones cerebrales, que son areas donde se
produce la pélida de la mielina o el proceso de desmielinizafitassani eél., 2018; Magliozzi e4l.,

2013, 2013)Mas aun, en diversos estudios anteriores se hipotetizdé que dichos foliculos podrian estar
asociados a la desmielinizacion, atrofia cortical y un incremento en la activacion de la microglia que, a
su vez podria conducir al dafio en la sustancig 8riR. Choi etl., 2012; Howell eal., 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 dendeses,observaron
correlaciones significativas entre el volumen de las lesiones, el volumen total de cerebro ni el volumen
de talamo con los titulos de anticuerpos evaluados, una vez que los ultimos fueron ajustados por edad,
tratamiento y género de los indluos. La ausencia de correlacién entre los parametros evaluados podria

deberse principalmente al bajo nimero de individuos enrolados, pero también por el tipo de EM que
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presentan los pacientes enrolados, que en su mayoria eran EMRR. El hecho de no obtener un resultado
similar a los estudios antes descriptos no result6 llamativo, dado que otros estudios, en particular los
publicados por Zivadinov y col. han obtenido resiidts contradictorios a lo largo de los afios. Mientras

gue en una publicacién reportaron no haber observado asociacion entre los anticueER)é wrei

volumen total de cerebro, en otro trabajo describi&x@orrelaciérentre dichas variablgZivadinov

etal., 2014, 2016b)Sin embargo, en estos mismos estudios, los autores determinaron de manera
consistente correlaciones entre el titulo de anticuerpo&BMi(VCA y EBNAL), volumen y nimero

de lesiones y también con la atrofia talam(igavadinov etal., 2014, 2016b)Una de las diferencias

entre el andlisis de datos de este grupo y el realizado en esta Tesis, radicZieadijpev y col.
agruparon el titulo de anticuerpos en cuartiles y, de esa forma, sélo describieron la correlacién entre el
titulo de anticuerpos ariBYV y el volumen de atrofia en aquellos individuos del cuartil mas alto. En

este sentido, los autores cuantificaron dunween de las lesiones bajo el disefio experimental de un
estudio longitudinal y cuantificaron la cantidad y volumen de las lesiones al inicio del estudio y
nuevamente a los 5 afios, contemplando a su vez la acumulacién de lesiones nuevas. A su vez, Farrel y
col, describieron una correlaciéon entre el titulo de anticuerpos Ig&EBNAL y el nimero y el

volumen de las lesiongR. A. Farrell eal., 2009) Por su parte, y de acuerdo con los resultados aqui
obtenidos, otros estudios longitudinales tampoco demostraron una correlacién entre el titulo de
anticuerpos antVCA ni ant-rEBNA1 y el nUmero o volumen de las lesiof@l etal., 2017a; K. L.

Munger etal., 2015)

Con respectola fraccion de parénquima cerebral, en este trabajo de tesis se correlacion6 negativamente
con el titulo de anticuerpos aMCA, lo cual indica que mientras mayor es el titulo de anticuerpas anti

VCA, menor es la fraccion del parénquima cerebral y péarito menor es el volumen del cerebro.
Coincidente con dicho resultado, Zivadinov y col., tambiéscribieron unaorrelacion de magnitud
negativa entre ambas variab{&svadinov etal., 2009) Si bien un nimero destudios publicaddsasta

el dia de la fecha describieron una correlacién entre el titulo de anticuerp&B¥ngéin suero y
marcadores de actividad de la enfermedad detectados por resonancia magnética, dichos resultados no
son consistentes entre todos los estudios. Algiméess razones que podrian explicar dichas diferencias,
podrian 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 inclusién de pacientes con@DAd{iios

gue todavia 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, podria contribuir a una
falsa asociacion positiva entre los niveliesanticuerpos arEBYV y los pardmetros de actividad de la
enfermedad de la ENPichler etal., 2016) Al mismo tiempo, los diferentes tratamientos no solo
controlan los procesomflamatorios, sino que también detienen la progresion de la atrofia y la
neurodegeneracidfindravizou efal., 2019; Luessi &ll., 2012) Previamente, se publicaron estudios
consistentes acerca de la eficiencia de distintos tratamientos para reducir la atrafjampbo, el
Fingolimod (Calabresi eal., 2014; Cohen etl., 2010)y el dimetilfumarato(Dupuy etal., 2016;
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Nakamura eal., 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 fraccion de
parénquima; sin embargo, a fin de resolver este interrogante hay que terertamuoe las medidas de

atrofia cerebral son influenciadas p@rios factoreganto biol6gicos como técnicos. Como factores
biolégicos se incluyen inflamacion, edad, habitos, carga genética; mientras que como factores técnicos
se pueden mencionar la calidad de adquisicion de las imagenesoftieares utilizadopara realizar
losanalisif Chy | iaE20R% Ragas atl., 2016) Por lo tanto, seria necesario tener en cuenta todos
estos factores y llevar a cabo un estudio epidemioldgico, longitudinal y con un mayor nimero de
individuos que permitan realizar una interpretacién certera. La presencia del EBV en el cerebro, tal
comofue descripto por Hassani y col y Moreno y col., podria representar un desafio continuo al sistema
inmunitario mediante diversos eventos de reactivacion, durante los cuales la proliferacién de linfocitos
B induciria la activacion de células T autorreatiiHassani eal., 2018; Moreno dl., 2018) Dichos

eventos podrian ser los causantes de la produccion de citoquinas proinflamatorias con la consecuente
inflamacién en las lesiones activas de los pacientes con EM y la muerte celular de distintas células en el
cerebro/Guan efal., 2019; Kvistad edl., 2014)

Adicionalmente, a fin de comprobar que los efectos observados a nivel de serologia eran debidos
exclusivamente al EBV, en este trabajo se estudiaron los titulos de anticuerpos para otros herpesvirus
estrechamente relacionados con el EBV. En particul&ljgé al CMV porque es un herpesvirus, que
puede ser transmitido a través de la saliva y es uno de los agentes etiol6gicos del sindrome
mononucledsico. A su vez, se selecciond al virus VZV, debido a que es un herpesvirus que tiene una
alta seroprevalencien la poblacién, tal como ocurre con el EBV.

Con respecto al CMV, en este trabajo no se evidencié una diferencia significativa en la seroprevalencia
entre los pacientes con EM vy los individuos del grupo de dadores sanos. Si bien hasta el momento el
porcentaje de seropositividad del CMV en individaoa EM no fue documentado &atinoamérica

segun estudios realizados en la poblacion adulta sana de México y Brasil, la seroprevalencia de CMV
varia entre el 59,1 y el 91,3 %, dependiendo del pais en estudio y del componergesumitico de

la poblacion estudiadgAlvaradoEsquivel etal., 2017; De la Tejera Herndndezaét 2015; Tiguman

etal., 2020) En Argentina, en la regiébn del noroeste, estudios previos documentaron una
seroprevalencia del 80 % en la poblacién general, miegtrasen la provincia de Tucuman en
particular, se demostro que la seroprevalencia de CMV fue de 9@/t etal., 2014; Salmeron &
Barrenechea, 2021No obstante, la informacion disponible acerca de la seroprevalencia del CMV en

la poblacion general del area metropolitana de Buenos Aires (AMBA) es escasa; en particular un estudio
realizado en nifios entre 1 y dBosdemostro que el 43,6 % de los nifios del AMBA habia sido infectado

por CMV (Damilano efal., 1992) Los valores de seroprevalencia observados en este trabajgisde

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 Tucuman. Como se menciond anteriormente, las
diferencias en las condiciones seemnomicas, de higiene y hacinamiento podrian ser la principal
explicacion para estas diferenc{®osa etl., 2012) de hecho se han reportado variaciones del estatus
seroepidemiolégico de CMV entre paises, dentro de un pais (entre estados o provincias) y entre
subpoblacione@Cannon etl., 2010; Fowler edl., 2022; Thakolwiboon etl., 2020b) En resumen, la
seroprevalencia de CMV sdélo indica la presencia del virus en la poblacion y al no determinarse
diferencias entre el grupo control y los pacientes con EM en cuanto al porcentaje de individuos
infectados, se decidi6 realizar el analisis ¢itativo del titulo de anticuerpos. En consecuencia, tras
analizar el titulo de anticuerpos a@MV, se determiné una diferencia significativa en el titulo de
anticuerpos IgG artCMV entre pacientes y controles, donde los pacientes con EM presentaron un
mayor titulo. La evidencia sobre el rol del CMV en la EM es controversial; si bien existen estudios que
postulan que el CMV podria actuar en forma protectiva para los pacientes c@jdeibvik etal.,

2022a; Grut eal., 2021) otros autores postulan una relacion negativa entre la infeccién pasada del CMV

y el desarrollo de la EM, donde el CMV podria conducir a la activacién de linfocitos T autorreactivos
gue podrian inducir el desarrollo de una enfermedad autoinmune como (Huskhin eal., 2019;

Perri etal., 2024; Sedighi «dl., 2022; Zivadinov edl., 2006) Sin embargo, hay autores que realizaron
metaanalisis exhaustivos y no lograron establecer una relacion concluyente entre la infeccion con el
CMVy la EM (Pakpoor, Pakpoor, ai., 2013) o concluyen que habria una asociacion regional entre la
seropositividad del EBV y que dicha asociaciébn no seria homogénea a lo largo de los paises
(Thakolwiboon etl., 2020c) En forma mas especifica y relacionando el titulo de anticuerpes anti
CMV, un estudio realizado por Zivadinov y col, reportdé que mientras mayor era el titulo de anticuerpos
ant-CMV, mayor fue la mejora en la clinica de los pacie(desadinov etal., 2006b) Por el contrario,

dos grupos de investigacién reportaron que en 2 cohortes de pacientes e individuos control de Iran, un
mayor titulo de anticuerpos aiiMV en pacientesgscontroles, correlacioné con un mayor riesgo de
desarrollar EMHussain etl., 2019; Sedighi etl., 2022b) A su vez, ahnalizar loddatos de los titulos

de anticuerpos teniendo en cuenta el sexo de los individuos, no se observaron diferencias significativas
entre el titulo de anticuerpos a@MV en pacientes y controles. En apoyo a dichos resultados, otros
estudios en diferentes regesgeograficagampoco detectaron diferencias en el titulo de anticuerpos
antrCMV segun el sexo entre pacientes con EM y contr@fesssain eal., 2019; Najafi, Ghane,
Poortahmasebi, @l., 2016) En cuanto a los subgrupos de casos, teniendo en cuenta el tipo de EM y
tratamiento recibido, no se detectaron diferencias significativas en ningun caso. Este resultado coincide
con lo publicado previamente, donde se demostr6 que los titulos de ansScaetgoMV son
independientes del tratamiento recib{tajafi, Ghane, Poortahmasebiatt 2016) A su vez, en este

trabajo de Tesis, se determind una correlacion positiva entre el titulo de anticuer@dd\agtia edad,

tanto en pacientes como en individuos del grupo control. En un estudio realizado en Espafia, se observé
una correlacion positivanedichas variables en pacientes con @minguezMozo etal., 2021) asi

como también, se determiné que el titulo de anticuerpoif aumenta con la edad en individuos
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controles(Lopo etal., 2011; Parry al., 2016; Staras ei., 2006) Considerando que es un resultado
observado en ambas cohortes, podriamos intergreéga mayor edad, mayor es la probabilidad de
infectarse con el CMVAlari-Pahissa edl., 2018; Perri edl., 2024) Finalmente, y con respecto a los
diferentes factores clinicos estudiados en este trabajo de tesis, no se detect6 una asociacion significativa
entre el titulo de anticuerpos a@MV y el volumen total de cerebro, el volumen de lesiones, volumen

de talammi fraccién de parénquima. Por el contrario, Zivadinov y col, determinaron una asociacion
positiva entre el titulo de anticuerpos IgG &V y una mejor calidad de vida de los pacientes con

EM. Segun dicho estudio, pacientes con titulos deGM¥ masaltos desarrollarian EM a una mayor

edad, tendrian mayor fraccién de parénquima y menor numero de |¢Zieadfmov etal., 2006b) En

resumen, a partir de los resultados en el presente trabajo de Tesis, ho podemos confirmar ni descartar el
rol potencial del CMV en la patogénesis de la EM. Considerando la diferencia encontrada en el titulo
de anticuerpos an€MV entre pacientes y otroles, se podria postular una relacion sinérgica entre el

EBV y el CMV, justificada principalmente por una inmunidad heteréloga que resulta en una respuesta
inmune a una infeccidn pasada que proporciona una optimizacién en la respuesta contra wra infecci

diferente pero relacionaqd. Sharma & Thomas, 2014)

A su vez, en el presente trabajo, se estudio la relacion del virus VZV con la EM, debido a que es un
herpesvirus que tiene una alta seroprevalencia en la poblacién, tal como ocurre con el EBV. Se estimo6
gue el porcentaje de seropositividad del virus VZ& équivalente entre ambas cohortes: pacientes con
EM e individuos del grupo control. En linea 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, Yousefzadébhabok, etl., 2016; Yoshimura &tl., 2012) Sin embargo, otros autores
determinaron que la seropositividad en los pacientes con EM es significativamente mayor comparada
con los individuos contrdlAramideh Khouy eal., 2019; Karampoor et., 2017; Kofahi eél., 2020)

Segun ummetaanalisipublicado por Rice y col, se determind que existe una heterogeneidad geografica
para la asociacion de la seropositividad del VZV y la EM. En este sentido, el estudio de Rice y
colaboradores report6 que la seropositividad del VZV es mas comun en pacienkd comparado

con los controles, particularmente en paises asiaticos, pero no en paises d¢Riceagial., 2021)

Si bien la variacion en la epidemiologia de la infeccion no esta clara, una posible explicacion es la
presencia de distintos componentes genéticos (circulacion geogréfica de alelos de HLA) y factores
ambientales (factores climéticos, condiciones soci@oicas y practicas culturales) presentes en las
distintas regiones geograficas, que parecerian jugar un rol fundamental en la exposicién al VzZV
(Daulagala & Noordeen, 2018Por su parte, en este trabajo de tesis no se detectaron diferencias
significativas en el titulo de anticuerpos avii\VV entre pacientes con EM vy los individuos del grupo
control. En forma similar, Mescheriakova y col, también desestimaron una posgiéndi& entre las
cohortes de su estud{descheriakova al., 2020) Por el contrario, y en forma similar a lo antes

discutido para la seropositividad para VZV, en otras regiones geogréficas se observo un aumento en el
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titulo de anticuerpos aRtiZV en pacientes con EM comparado con los conti@easgoon efl., 2009;
Karampoor etl., 2017; Kofahi eél., 2020) Asi como se describié para el CMV, no se observaron
diferencias en el titulo de anticuerpos &V entre los individuos de las cohortes segun género, edad,

ni forma clinica manifestada. Dichos resultados son coincidentes con publicaciones de atss auto
(Manouchehrinia edl., 2017; Mescheriakova at, 2020) En este trabajo de tesis, la Unica relacién
observada entre el titulo de anticuerpos-¥@lV y la EM, fue que los pacientes bajo tratamientos de
segunda linea presentaban mayores titulos de anticuerpos comparado con los pacientes sin tratamiento.
Dicha observacién no fue sorprendente, debido a que los pacientes con EM que deben someterse a
tratamientos inmunosupresores como el Fingolimod, se realizan una prueba serologica para dosar
anticuerpos amVZV y en el caso de que este resultado fuese negatevagetrasa el inicio del
tratamiento hasta que reciban un refuerzo de la vacuna contra la vévic8aley etal., 2021,
Signoriello etal., 2020) Por su parte, Arvin y col reportaron que los pacientes con EM bajo tratamiento
con Fingolimod, presentan mayor reactivacion del virus VZV comparado con los pacientes que
recibieron un placebo, sugiriendo que el Fingolimod podria afectar la funcién tiefécgtos T

efectores cuyo rol consiste en mantener la infeccién viral bajo cOitrah etal., 2015) Por lo tanto,

podrian determinarse mayores titulos de anticuerposvVaitien los pacientes bajo tratamiento
comparado con los pacientes que aun no recibieron tratamiento. Finalmente, con respecto a las variables
clinicas relacionadas con la EM y el litde anticuerpos artiZV, no se detectaron asociaciones entre
volumen total de cerebro, volumen de lesiones, volumen de tdlamo ni fraccion de parénquima. Segun
mi mejor entender, y por la ausencia de bibliografia relacionada con dicha temética, acsearen
correlaciones entre los volimenes de cerebro y los titulos de anticuerp@gg\antial como ocurre

con el CMV los resultados hasta el momento respecto al VZV son inconclusos, si bien algunos autores
reportaron una asociacion entre el VZV y la EMancuso etl., 2007; Rodrigue¥iolante etal.,

2009b) otros autores han desestimado dicha asocidg@iargoon efal.,, 2009; Marrie & Wolfson,

2001b) Por otro lado, vale aclarar que la mayor parte de los estudios que sustentan la asociacion entre
este virus y la patologia estudian la presencia del ADN viral en células mononucleares y liquido
cefalorraquideo de pacientes e individuos control o hacerefo ekestadiade recaidas de los pacientes
especificamentéOrdofiez etl., 2010; Sotelo «dl., 2007b, 2014)En este trabajo, no se detectd una
relacion entre la serologia del VZV y la EM, pero no se estudiaron los parametros previamente

mencionados, por l@anto,no se puede descartar dicha asociacion.

Por su parte, una vez que se determin6 que el titulo de anticuerp@B\gfee mayor en pacientes con

EM comparado con el grupo control, fue de interés investigar que ocurria con la carga viral del EBV.
Suponiendo que las caracteristicas de la infecadmrIpEBV son distintas entre pacientes y controles,

se podria suponer también que la carga viral en las CMSP es mayor por una mayor actividad del virus

gue lo conduciria a un mayor nimero de reactivaciones.
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En lo referente al analisis de la carga viral del EBV en las células mononucleares de sangre periférica de
los individuos del grupo control y pacientes con esclerosis multiple, y considerando que en un individuo
portador sano hay 1 de cada 100-Q0@00.0@ de linfocitos infectados por el EB{Gulley & Tang,

2008; Maurmann el., 2003) En este trabajo, se decidio utilizar 500 ng de ADN en 5 pl de volumen.
Siguiendo este procedimiento se determind 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 cttepamael 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 infectolégicamente
sanos, podriamos inferque la infeccién del EBV en los linfocitos B tanto en controles como en
pacientes no tiene una relevancia clinicpronésticaDichos resultados son coincidentes con trabajos
publicados previamente, donde se evalud la carga viral en saliva, sangre entera, plasma, liquido
cefalorraquideo y CMSP tanto de pacientes con EM como controles, donde los autores tampoco
observaron diferamias significativagCocuzza eal., 2014; Giel3 ail., 2017; Lindsey «il., 2009;

Pereira etl., 2023; H.J. Wagner eal., 2003. Por el contrario, un trabajo publicado por Ben Fredj y

col., si reporté diferencias significativas, tanto en la proporcion de casos con carga viral detectable como
en los valores de la carga viral, entre pacientes con EM e individuos del grupo sgertiple con un

mayor nivel en pacientes con EBen Fredj etl., 2012) Un resultado que parecia encontrarse en linea

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 blancgRERafinalmente
determinaron que no existié diferencia significativa en el valor de la carga viral entre los grupos
estudiadogAgostini etal., 2018a, 2024Nuevamente, estas discrepancias en los resultados reportados
por distintos grupos de trabajo demuestran la necesidad de continuar explorando dichos interrogantes.
Si bien la técnica dgPCRes ampliamente utilizada y brinda reproducibilidad y sensibilidad, cada
laboratorio elabora su propio protocolo, usa equipos distintos, disefia cebadores diferentes, entre otros.
En el caso particular del grupo de Agostini y col, la variacién entre andt@gas mencionados y este
trabajo deTesispodria deberse al uso de cebadores dirigidos contra secudnfiagmentosepetitivos
localizadosen el gen EBNALP, una estrategia distinta a la utilizada en este trabajo, que se baso6 en
cebadores dirigios contra el gen EBNAL, un gen de copia Unica. En este sentido, dependiendo del
objetivo del trabajo se pueden seleccionar distintos genes como blancos de amplificacion; si se requiere
aumentar la sensibilidad ded® CRse puede amplificar una region repetitiva, en cambio si se prioriza
obtener una cuantificacion precisa de la carga viral, se evitaran las zonas repetitivas y se seleccionara un
gen de copia Unicgganosyan el., 2017)

Por otro lado, autores como Buljevac y col. y Ramroodi y col., aseguraron que la deteccién 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 resomantgnética), una recaida deelafermedad o

cuando la muestra utilizada es LCR, en lugar de usar saliva o GBi8fevac etal., 2005; Ramroodi
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etal., 2013) Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, en la cohorte evaluada en Argentina se podria
suponer que la infeccién productiva del EBV estaria contenida por el sistema inmunitario tanto en los
pacientes con EM como en los controles. Si bien en este tisdbaetectaron valores bajos de carga
viral, tanto en pacientes como en el grupo control, estos reflejarian episodios eventuales de reactivacion
viral que son controlados por el sistema inmunitario. Este razonamiento se sustenta en el hecho de que
duranteuna infeccion litica en el contexto de una deficiencia del sistema inmunitario, los valores de
carga viral suelen alcanzar valores de 19.200 copias/ug de BDBEO copias/ml de plasma o 2842
copias/100.000 linfocitos en CNPS10% 107 copies/mL de sangentera segln la unidad en la que se
expres€S. Chakravorty edl., 2022; Gulley & Tang, 2010; Kanakryadt, 2016; Sakamoto at., 2012)
Adicionalmente, en el presente trabajo no se encontré una relacién entre el titulo de anticuerpos anti
EBV y la carga viral en los grupos evaluados (EM vs GC), una correlaciébn que también presenta
controversia en la literatura cientifica. En este sendalta de correlacion entre el titulo de anticuerpos
antrEBV y los valores de carga viral coincide con los resultados reportados por AgostiriAgostini

etal., 2018b, 2024)sin embargo, otros autores describieron una correlacién positiva entre la carga viral

y el titulo de anticuerpos amfiCA, tanto en la cohorte de pacientes con EM como en el grupo control
(Pender edl., 2017) Cabe mencionar que en otras patologias no relacionadas a la EM, pero en las que
se postula al EBV cémo un potencial cofactor iniciador, como el linfoma de Hodgkin o el carcinoma
nasofaringeo, tampoco se detect6 una correlacion entre el valor de dglaicry el titulo de diferentes
anticuerpos arHEBYV (Besson eal., 2006 Yang etal., 2006) dicho resultado apoya lo visto en esta

tesis. Por lo tanto, en el contexto de la EM, segln los estudios de la bibliografia y el presente trabajo de
tesis, la deteccion del ADN del EBV no resultaria un factor prondstico 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 especificas del EBV
asociadas a la EMEN relacion coresta teoria 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 E\+Naseri efal., 2019; Mechelli eal., 2015b; Mihailova edl.,

2005; Varvatsi edl., 2021a)En este trabajo de Tesis, se utilizé una estrategia de amplificacion por PCR
anidada seguida de la secuenciacion segun el método automatizado de Sanger, de los genes virales
BCRF1 y BYRF1, con el objetivo de caracterizar las variantes circulantes éramag#n geografica

y determinar una potencial relacion con la patologia en estudio. En referencia al gen B&RF1
codifica para la proteina viral vIL10, en este trabajo se logré un éxito de secuenciacion 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 recapdaral 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 reaccion de amplificacion especifica resulté insuficiente para
lograr una masa de ADN amplificado suficiente para ser secuenciado.

En linea con los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, un estudio previo realizado en Canada
por Yea y col. también abordé el estudio de la secuencia del gen BCRF1 por el método de Sanger en
pacientes pediatricos con EM y un grupo confi@a etal., 2013) Si bien en el citado estudio, los
autores utilizaron muestras de saliva, el éxito de la secuenciacion fue del 19,9 % en el caso de los
controles y 50 % en el caso de los pacientes. Las diferencias en los porcentajes observados,
especificamente en el gauge pacientes, podria deberse a la muattizada 6alivavsCMSP) o a la

edad de los pacientes (nifsadultos). En este sentido, una infeccién primaria por EBV en nifios de
paises desarrollados suele presentar mayor sintomatologia clinica y asociarse al desarrollo de la
mononucleosis infecciosa y la expresion de particulas virales en saliva suele pagtstiror un mes

post infeccién primaria, mientras que la viremia es rapidamente controlada por el sistema inmune. Por
su parte, en pacientes adultos, la circulacion de viriones en sangre y/o en CMSP suele ser rapidamente
disminuida por el sistema inmuniia durante una reactivacion. Si bien se detectaron polimorfismos
puntuales al analizar las secuencias de nuclettidos en la region del promotor del gen, no se
caracterizaron alelos especificos relacionados con la EM, ni alelos asociados al grupo eontrol; u
resultado que fue confirmado al realizar la reconstruccion filogenética con las secuencias obtenidas dado
gue no se visualizé la formacion de clados independientes conformados por secuencias de pacientes o
del grupo control; por el contrario, los aleldentificados 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 pediatricos en Canada, Yea y col. tampoco teportaron
asociacion de un polimorfismo nucleotidico especifico en el promotor del gen RORFLEM(Yea

etal., 2013) Por su parte y con respecto a la secuencia de la region codificante del gen, no se
identificaron polimorfismos asociados a la enfermedad luego del analisis de las secuencias y tampoco
con el andlisis de los arboles filogenéticos. Seglin Yea y col. @bkacidon en estudio tampobabria

variantes en la secuencia codificantes relacionadas con el desarrollo de la enféYeerdal., 2013)

Por lo tanto y en linea con los resultados obtenidos en este trabajo, podriamos deducir un alto grado de
conservacion en el gen BCRF1, con muy pocas posiciones nucleotidicsdes yen su mayoria
silenciosas, lo cual indica la importancia del gen y sugiere un papel critico de la vIL10 durante la
infeccionpor EBV.

En paralelo, en el estudio de caracterizacion de polimorfismos en el gen By(RFdodifica para la
proteina viral EBNA2, el éxito de secuenciacion 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 resul@mativos los resultados obtenidos en un tralpagvio
realizadopor Mechelli y col. con una cohorte de pacientes y controles de ltalia, en el cual el éxito de
secuenciacién para el mismo gen fue de 67 % en el caso del grupo control y 58 % en los pacientes con

esclerosis multipléMechelli etal., 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 sgpénaor20

ml de sangre por individuo. Otra diferencia en el disefio experimental entre ambos trabajos radica en
gue en el presente protocolo de trabajo se realizé un enriguecimiento en CMSP mediante centrifugacion
con ficoll, mientras que Mechelli y col. incluyeran paso extra de seleccion y separacion de células
CD19'. De esta manera, los autores se aseguraron de comtaproximadamenté 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 ense trabajo de tesis, al partir de CMSP, la cantidad de linfocitos B,
potencialmente infectados con EBV, resulté menor. Por otro lado, los cebadores utilizados en el presente
estudio al igual que en el trabajo de Mechelli y col., amplificaron EBNA2 detfB\L y en el caso

gue algunos de los individuos de la poblacion hubiesen sido infectados con EBV tipo 2, EBNA2 no
hubiera sido amplificable. Si bien se decidi6 utilizar estos cebadores debido a que el EBV de tipo 1 es
predominante esudaméricael menor porcentaje de éxito de secuenciacion respecto del estudio de
Mecheli y col. podria deberse, al menos en parte, a la probable circulacién del EBV tipo 2 en nuestra
poblacién; sinembargo,la raz6n mas probable para explicar la diferencia en el éxito de casos
secuenciados radica en el paso de seleccién de linfocitos B previo a la amplificacion de los genes virales.

En cuanto a la circulacion diferencial de tipos virales, como se mencioné antes, en América del Sur se
describié una circulacion mayoritaria de EB{Blazquez etl., 2021; Zanella etl., 2019a)En el caso
particular de la Argentina, estudios previos que evaluaron la prevalencia de ambos tipos virales en
portadores sanos o nifios con infeccidon benigna demostraron una circulacion que oscil6 entre 85 % y el
95 % de casos con EBMLCorrea etl., 2004; Lorenzetti edl., 2014) y sélo en ciertas regiones
tropicales como Colombia o el norte de Brasil, se describié6 un aumento en la circulacién de EBV2,
donde su prevalencia se increment6 hasta el 20% de los portadoregAbamstal., 2022; Arture
Terranova edl., 2020)

Respecto de las variantes de la regién terminal del gen BYRF1 detectadas en este trabajo, las mismas se
clasificaron en dos categorias: i) variantes reportadas previamente o ii) variantes relacionadas a las
anteriores. Se opt6 por esta nomenclatura afirodtinuar con la nomenclatura de variantes de EBNA2
introducida por Mechelli y col. y se opté por denominar variantes relacionadas a aquellas secuencias
gue no poseian 100 % de identidad con las variantes publicadas, dado que contenian 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 adasntiéfs 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 nomen(iidtatasli etal.,

2015b; Shim eal., 1998; Smatti edl., 2018b; Varvatsi dl., 2021a; X. Wang &tl., 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 l.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 Itéssignificativamente asociada al riesgo de desarrollar
esclerosis multiple. A modo confirmatorio de estos resultados, se realiz6 la correspondiente
reconstruccion filogenética, donde no se observé un clado de segregacion independiente compuesto
preferen@lmente por secuencias de pacientes con EM o del grupo control y que contard con soporte de
bootstrap significativo. Por lo tanto, se confirmd que en este conjunto de secuencias obtenidas en
Argentina no existe asociacion del gen BYRF1 de riesgo paesairdllo de la EM. De forma similar
tampoco se detectd la presencia de un alelo protectivo contra la enfermedad. Por su parte, también existe
controversia en la literatura cientifica respecto del rol de los alelos del gen BYRF1 y su papel en el
desarrollade la EM. En este sentido, Mechelli y col. reportaron una posicién variante asociada al riesgo
de padecer EM en su poblacion en estudio, donde determinaron que la variante 1.2 estaria asociada al
riesgo de desarrollar EM, mientras que la variante 1.3Bctigla con mayor frecuencia en los
portadores sanos, estaria asociada a un menor riesgo de desarrollo dé¢vacBEdlli etal., 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 asociadasgbride desarrollar EM, mientras que la variante

1.2 estaba asociada con los portadores gM@rsatsi etal., 2021a) Este ultimo resultado, referido al

papel de la variante 1.2 representa una contradiccion entre los dos estudios antes me(idiectazlths

etal.,, 2015a; Varvatsi etl., 2021a) Contrario a los resultados anteriores, aunque en linea con los
resultados del presente trabajo de Tesis, en un nuevo estudio del mismo grupo de trabajo, que amplio el
namero de casos enrolados en el trabajo anterior de Mechelli, y en el cual se plesessattados de

la secuenciacion del genoma completo de EBV en pacientes con EM y controles sanos, los autores no
encontraron una asociacion significativa entre las variantes de EBNA2 y (@liiMa etal., 2016) A

su vez, segun un estudio realizado por Lay y col. en Australia, tampoco se encontraron variantes de
EBNAZ2 asociadas significativamente con pacientes con(E etal., 2012) Si bien el grupo de
Varvatsiy col. planted la existencia de variantes asociadas a la EM, el consenso en la literatura cientifica
parece indicar que no existirian tales variantes; sin embargo, no se puede descartar que el hecho de no
haber encontrado watelo asociado a la EM en este trabajo de Tesis podria deberse a que el numero total
de secuencias analizadas pudo no ser suficiente para lograr potencia estadistica. Al margen de la
caracterizacion de polimorfismos puntuales que definen variantes veales, presente estudio se
detectaron nuevos polimorfismos puntuales en las secuencias generadas y que segun la revision
bibliografica realizada no fueron reportados con anterioridad. En particular, vale mencionar que la
sustitucién c.505G>A se observéariantes similares al alelo 1.2, tanto en pacientes con EM como en
controles. De forma similar, la sustitucién ¢.721A>C también se observé en ambos grupos estudiados,
pero siempre en el alelo 1.3 y finalmente, en ningln caso se detecto la sustitud@»A,7¢ue fue

reportada previamente en ambos grupos por otros autores en otras regiones gedieéfietisetal.,
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2015b; Varvatsi edl., 2021a)Dada la elevada variabilidad del gen BYRF1 y teniendo en cuenta que la
variabilidad geografica del EBV ya fue ampliamente descripta, resultaria valido que estas ultimas
posiciones variables, o la falta de la sustitucion ¢.766G>A, podrian ser polimarfmmtuales de

circulacion preferencial en nuestra region geografica.

Si bien la informacién disponible acerca de las variantes del gen BYRF1 hasta el momento no resulta
concluyentesn relacién cota EM, en el caso puntual de este trabajo de tesis y a modo de perspectiva
de continuidad de la linea de investigacion, resultaria necesario aumentar el nimero de individuos y de
secuencias a fin de determinar con certeza que no existen varianteswilell geociadas al desarrollo

de la EM en nuestra poblacién. De forma similar, y mas alla de los trabajos de secuenciacién directa de
algunos genes biol6égicamente relevantes para el EBV, como BYRF1 y BCRF1, el avance de las técnicas
de secuenciacién de alrendimiento 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 maaptibilglad al
desarrollo de la enfermedad o descartar dicha hipétesis.

En este sentido, la identificacion de variantes o haplotipos especificos podrian ser de interés en el
desarrollo de vacunas y a su vez, podrian ser Utiles para el prondstico de las diversas formas clinicas de
la EM y/o entre otros trastornos neurolégicBsr otro lado, la deteccion y/o ausencia de distintos
polimorfismos en EBNA2 de la cohoréggentinaindicaria que tal como se publicé previamente, el

EBV presenta una distribucién geografica particular con una circulacién de variantes diferente para cada
region geograficgBlazquez etl., 2021; Chang etl., 2009; Chiara «tl., 2016; Correia «dl., 2018;

Palser etl., 2015; Telford eal., 2020) En resumen, la diferencia observada con el trabajo de Varvatsi

y col, podria deberse a la distribucion geografica diferencial del EBV alrededor del mundo y los eventos
tanto de recombinacién como mutacién que ocurren en el genoma del EBV en difergotes réel
globo(Zanella etl., 2019b) Si bien en la cohorte aqui analizada no se detectaron variantes asociadas

a la EM, este trabajo representa la prueba de concepto de un estudio epidemiolégico que abord6 este
interrogante en pacientes de nuestra region. Por otra parte, la variabiliéacbgdel EBV y su relacion

con las diferentes patologias neoplasicas a las cuales se encuentra vinculado, ha sido y aun hoy es
ampliamente estudiado debido a la incidencia variable de dichas neoplasias en las diferentes regiones
geograficas del planeta ge la variabilidad en el grado de asociaciéon del EBV con las mismas
(Briercheck esl., 2024; Chang etl., 2009; Correia «il., 2018) A modo de ejemplo vale mencionar

lo observado para el linfoma de Burkitt, el cual es endémico en Africa ecuatorial y la asociacién con
EBV es cercana al 100 %, mientras que su incidencia en otras regiones del mundo (LB esporadico) es
menor y la asociacibcon EBV oscila desde el BD % en sociedades desarrolladas hasta un 90 %
observado en ciertas poblaciones, particularmente en el Noroeste de(Bradjy etal., 2007Db;
Mbulaiteye etal., 2009) Un caso similar se describié para el linfoma de Hodgkin, el cual presenta una

elevada incidencia en Europa y América del Norte, pero menor en Ameérica del Sur y es poco frecuente
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en Africa y en el Sudeste Asiatico. La asociacion del LH con EBV parece variar segun las condiciones
socioecondmicas de la region estudiada ya que presenta un mayor porcentaje de asociacion en paises en
vias de desarrollo con respecto a los desarrollg8iosembargo, en la Argentina se observa un
porcentaje de asociacion similar al de los paises desarro(Rd@habay edl., 2016; Chang etl.,

2009) Como ejemplo final, el carcinoma nasofaringeo posee una alta incidencia en el Sudeste Asiatico,
mientras que la misma en Africa del Norte es menor y es una entidad poco frecuente en América del
Sur. Sin embargo, su estrecha relacién con el EBV (100 #sa&iacion) se observa en todas las
regiones geograficaChua efal.,, 2016; Su etl.,, 2023) En este contexto, se buscd analizar las
secuencias virales producidas en este trabajo de Tesis en el contexto de aislamientos de diversas
patologias asociadas al EBV y de distintos origenes geogréficos a fin de evidenciar si existian
polimorfismos virale asociados al origen geogréfico de los aislamientos o a un conjunto de patologias.
Al analizar el arbol filogenético segun el origen geogréafico de las secuencias, se observé la formacion
de 4 clados con soporte lbieotstrapsignificativo, un clado con secuencias provenientes de Papua Nueva
Guinea, Indonesia y Asia, un clado con secuencias de Argentina, un clado con una sageniitia

y una africana y finalmente un clado con una secuencia de Asia y una de Indonesia. La existencia de un
clado de segregacion independiente del Sudeste Asiatico no resultd sorprendente, dado que estudios
previos de secuenciacion del genoma completo del &B\bién describieron una estrecha relacion

entre las secuencias de Papua Nueva Guinea, Indonesia y s §,Su vez, estas segregaban de
forma independiente a las secuencias de las secuencias europeas y &aasiasetal., 2018) A su

vez, la presencia de un clado con secuencias argentinas (n = 7) podria indicar la presencia de una variante
de circulacion preferencial en nuestro pais, sin embargo, para comprobar dicho interrogante seria
necesario aumentar el nimero de aislamisetoenciados. Segun mi mejor entender, en Latinoamérica

no hay reportes sobre la secuenciacion deB)éRF1; sin embargo, a través de secuenciacion del gen
LMP1 de EBV, se observé la formacién de un clado recombinante formado por secuencias de Africa y
Asia, que seria predominante en paiseSuttaméricgBrasil, Argentina y PertjAlves etal., 2022

Gantuz etl., 2017) A su vez, otros estudios también observaron la existencia de clados con secuencias
africanas y argentinas, lo cual podria explicarse por la heterogeneidad genética que existe en nuestro
pais y que es producto de la migracion de distintas regiones debrhacia AméricaEn relacion con

lo antes mencionado, la ascendencia en Argentina es mayormente euref8a%¢h3seguida de
indigena americana (223 %) y africana (@ %) (Avena efal., 2012; Fejerman ei., 2005) En

particular, resultdé de nuestro interés realizar el analisis por geografia para determinar si los alelos
reportados comnterioridadtenian una circulacion geografica preferencslbien los resultados no
tuvieron sustento estadistico, en la reconstruccion filogenética se observo que los alelos 1.2A y 1.2B
segregaron en un clado donde habia predominancia de secuencias argentinas, mientras que el alelo 1.3B
se encontraba en un cladonde predominaron secuencias europBas.acuerdo con Mechelli y
colaboradores, se podria suponer que el alelo 1.3B, asociado a los individuos del grupo control, seria el

alelo de circulacion preferencial en Eurdgptechelli etal., 2015a)
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De igual manera, teniendo en cuenta que el EBV est4 asociado a una amplia variedad de patologias,
tanto benignas (mononucleosis infecciosa), como neoplasicas, entre ellas el carcinoma nasofaringeo, el
linfoma de Burkitt y el linfoma de Hodgkin, entre ot& Chakravorty edl., 2022; Tralongo «l.,

2024) se analizé la relacion de las variantes de BYRFL1 y las patologias malignas. Con respecto a los
clados con sustento estadistico, se determind que en su mayoria estaban formados por secuencias
provenientes de aislamientos de diversas patolagjfagmbargo, ninguno de los alelos descriptos del

gen que codifica para EBNA2 resulté asociado a la EM ni a otra patologia relacionada al EBV. Tampoco
se identificé un alelo protectivo que se agrupe con secuencias benignas ni con el grupo control.
Consideando que la incidencia de las enfermedades asociadas al EBV es muy diferente segln las
poblaciones o regiones geogréficas y que anteriormente se reportaron en nuestro pais variantes puntuales
asociadason patologias neoplasicagria de gran interés conocer la variabilidad del genoma viral en

el contexto de la EMEn resumencontar coninformacién sobre el genoma de EBV, sus variantes
genéticas y su posible asociacion con la EM, podria ser de utilidad en el desarrollo de una vacuna
profilactica y/o la produccién de medicamentos antivirales aplicables al tratamiento de la EM, ya que
podia considerarse al virus como un factor ambiental modificable, al contrario de la genética de los
individuos que padecen esta patologia y que no puede ser modificada.

Dadoque laEM es una enfermedad multifactorial y que su desarrollo y progresion 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 meo@atae En esteentido, allia 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 region codificante de genes que
componen el sistema HLA, mientras que los2@31antes se localizan en las regiones adyacentes a estos
genes(Goodin etal., 2021; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019b; Shirai &
Yamauchi, 2022)Considerando dicha informacién y habiendo observado la existencia de una respuesta
seroldgica diferente frente al EBV entre los pacientes y el grupo de controles, y que la mé&ma no
relaciondcon una variante viral en particular ni con la carga viral del EBV y teniendo en cuenta ademas
que los linfocitos B son el principal reservorio del EBV en estado de latencia, se decidi6 investigar la
respuesta transcripcional en dichos linfocitos infeatgubr el EBV. Para este fin se decidio separar los
linfocitos B segun su estado de infeccidn y luego realizé un ensayo de secuenciacion masiva del ARNm,
RNAseq Luego del correspondiente andlisis bioinformético, se determindé que el ARNm del gen
IQGAP1presentd una expresion significativamente menor en linfocitos B EHEBE2AL" de pacientes

con EM comparado con linfocitos B CDZBBNAL de los mismos pacientes. Si bien previamente se
realizaron analisis de RNseqde CMSP de pacientes con EMerakhshani edl., 2022; Gafson &tl.,

2018; Kozin etl., 2022; Schafflick edl., 2020) segun mi mejor entender, este fue el primer estudio
donde se investigd la respuesta transcripcional en linfocitos B de pacientes con EM e individuos control

diferenciados por su estado de infeccion (infectados o no con el virus EBV). Con respecto al gen
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IQGAP] existen estudios previos que reportaron posiciones variables en este gen relacionadas con el
riesgo frente a la EM, pero aln no esta claro el mecanismo a través del cual podria auBeatiidon

etal., 2013; International Multiple Sclerosis Genetics Consortiual. e2011; Keshari &dl., 2016)
Teniendo en cuenta que en los resultados del-Béghbservamos una disminucion en la expresion de
ARNmM delggapl, en los linfocitos B CD20EBNAL1* de pacientes con EM comparado con linfocitos

B CD20' EBNAL de pacientes con EM, nos propusimos evaluar el efecto del silenciamiento de la
expresion deQGAP1mediante ensayda vitro, silenciando la expresién dggaplen células B de

ratones.

Una vez que determinamos que el silenciamientdqgdapl era efectivo utilizando un ARN de
silenciamiento, se evalu6 la expresion de distintas citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias.
Segun los resultados obtenidos, el silenciamientiggiplregularia negativamente la expresiéon del
ARNmM de las citoquinas Csf2lk-10, sin embargo, el silenciamiento de estos ARNm no implicé un
efecto similar sobre el nivel de expresion de las respectivas citoquinas; demostrado en el ensayo de
ELISA donde la cuantificacion de Csf2 e-1D resulté ser indetectable en el sobrenaddateultivo.

Si bien se conoce quggaplse expresa en todos los tipos celulares de forma uflBwranan etl.,

2012b; Schmiedel etl., 2018) y se reporté que es posible silenttgyaplen los linfocitos BLella &
Malarkannan, 2023; J. C. Wangatt, 2017)a mi mejor conocimiento, no existen estudios en los cuales

se haya evaluado la produccion 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 coridIg Blevaas
cantidades de CSF2. En consecuencia, el déficit-d® kestaria asociado con la ocurrencia de recaidas

o brotes en la EM, mientras que los elevados niveles de CSF2 estarian relacionados con la inflamacion
tisular. En base a este conocimiento, podreamferir que la infeccion del EBV en los linfocitos B de

los pacientes con EM, podrian inducir la disminucién en la expresion dédigegeil,lo cual podria

estar afectando una via de sefializacién que modularia la expresion a nivel del ARNm de las citoquinas
Csf2 elL-10; sin embargo, el efecto en la modulacion del ARNm no pudo ser confirmado a nivel

proteico.

Con respecto a la proliferacion celular, se determiné que al siléggeplen linfocitos B en cultivo

de ratones salvajes, existe un aumento en la proliferacion celular de los mismos. Posteriormente en un
ensayo de cocultivo de linfocitos B silenciaddggéplsiRNA) con linfocitos T, nos permitio
determinar que la proliferacion de los linfocitos T en cocultivo también cambiaba significativamente
luego de silenciar el gdggapl,siendo mayor la proliferacidie los linfocitosT al silencialqgaplen

linfocitos B. Este resultado podria explicarse, a través del mecanismo de activacion de los linfocitos B,
donde dichos linfocitos primero deben reconocer en su BCR un antigeno y luego recibir sefiales de
coestimulacion para llevar a cabo su activacicstag& sefiales en algunos casos provienen de la

interaccion con los linfocitos T (activacion 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
sefiales de coestimulacion las reciben directamente de los antigenos que reconocen. Por lo tanto, podria
ocurrir que el silenciamiento diggaplen los linfocitos B en el cocultivo esté afectando de cierto modo

la interaccion entre linfocitos T y B, ayudando a promover principalmente la proliferacion de los
linfocitos T. Por su parte, cuando se evalud la proliferacion de los linfocitos T envancait linfocitos

B, se observd un aumento significativo de la proliferacidén tanto en linfocitos T provenientes de ratones
2D2, como de linfocitos T provenientes de ratones OTIl. Como se comentd con anterioridad, a mi mejor
entender, no fue descripto em literatura el efecto del silenciamiento ldgaplen células B y su
posterior cultivo con linfocitos T. Por su parte, Gorman y col. analizaron el efecto del silenciamiento de
Iggaplen linfocitos T; de esta forma, determinaron que en ratones deficientes ligjaplse observé

un aumento en la proliferacion de linfocitos T CRED8" (Gorman etl., 2012b) A su vez Okuyama

y col. observaron que al silenciggaplen linfocitos T CD4 de ratones OTIIl con un vector retroviral
(shiIQGAP1)tambiénse observo un aumento de la proliferacion de linfocitos T*@BD8" (Okuyama

etal., 2020) En breve, segun los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, la infeccién del EBV
disminuiria la expresion degapl,y de esta forma provocaria un aumento en la proliferacion celular

de linfocitos B cuando estan aislados en cultivo, y a su vez, el silenciamidqgag&en linfocitos B

también tendria consecuencias sobre la proliferacion de los linfocitos T, hecho que se puso de manifiesto
en el ensayo de cocultivo de ambos tipos celulares. Si bien el mecanismo que estaria afectado en esta
interaccion no fue comprobadmpdriamos postular que se esta modificando la sinapsis de interaccion
entre los linfocitos T y B durante la presentacién antigénica. Este razonamiento se justifica porque para
la formacion de la sinapsis inmunoldgica debe haber una acumulaciéactedy también debe ocurrir

la polarizacién del centro organizador de microtibultisrotubule Organizing CentemTOG por sus

siglas en inglés) hacia el sitio de contacto de los linfocitos T y la célula CPA. En este contexto,
podriamos suponer gue el silenciamientdagtgmpl afectaria su rol protagénico como regulador del

citoesqueleto, favoreciendo la acumulacién de-d&tiha en el sitio de la sinapsis.

Luego de evaluar la proliferacion celular en linfocitos By T, se evalud el efecto del silenciamiento de
Iqgaplsobre el factor CD44. Al silenciégigaplse observo un aumento de CD44 tanto en linfocitos T
provenientes de ratones 2D2 como en linfocitos T provenientes de ratones OTIl. Dado que la molécula
CD44 resulta fundamental para la activacion de los linfocitos T, segun los resultados obdeyauibs,
regularia negativa e indirectamente la activacion de los linfocitos T, a través de un mecanismo que
involucra la interaccion de los linfocitos B y T. Si bien los resultados publicados hasta el momento no
son comparables, Okuyama y col. reportaron un at@nel nimero de células CD4h la poblacion

de linfocitos T CD4, en ratones deficientes del glygapl (Okuyama etl., 2020) Por su parte,
Bourguignon y col, reportaron una posible interaccion entre IQGAP1 y CD44, donde ambas proteinas
formarian parte del complejo CD£Hc42IQGAPL. Esto ultimo fue confirmado por los mencionados

autores al silenciar la expresionldgaplmediante un ARN de interferencia y demostrar la inhibicion
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en la formacion del complejo CD424dc42IQGAP1 (Bourguignon etl., 2005) De forma adicional,

mas alla de su rol en la activacion celular, distintas isoformas de CD44 estan implicadas en las
interacciones célutaélula y célulamatriz, en la promocién de la diferenciacion a linfocitos Thly Th17,

asi como también en la migrénide los linfocitogBonder etal., 2006; H. Guan &tl., 2009, 2011)

Esta ultima aseveracién, nos conduce a hipotetizar, que la infeccion con el EBV induce a la disminucién
en la expresiéon dggaplen los linfocitos B, que permitiria que se forme con mayor fuerza la sinapsis
de unién de linfocitos B:T donde ocurre la presentacion antigénica (potencialmente de algln
autoantigeno), de esta forma se regularia positivamente la expresion de la mdbbuldoCual
conduciria a una mayor activacién de linfocitos T, y a su vez a una mayor tasa de migracion de dichos
linfocitos. En consecuencia, en el contexto de la EM, planteamos que las células T autorreactivas (en el
hipotético caso de reconocer autdég@hos) migrarian a través de la barrera hematoencefalica y dafiarian
neuronas, mielina y axones, produciendo lo que se conoce como desmielinizacion e inflamacion del
SNC.

Teniendo en cuenta que los linfocitos B pueden actuar como CPA, y en base a los resultados que se
obtuvieron previamente, se evalué el efecto del silenciamientmgigpl sobre la presentacion
antigénica de los linfocitos B cocultivandolos con linfocitos T. Los datos expuestos con anterioridad
nos permitieron hipotetizar acerca de la necesidad de la proteina IQGAP1 en el sitio de la sinapsis (B:T)
durante la presentaciontagénica. 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 diferencidicatigas en los
marcadores CD86 y MHC Il. Si bien este resultado apoyaria la teoria del efecto sobre la actividad
presentadora de antigeno, no fue posible reproducirlo al diferenciar los linfocitos T en los distintos
subtipos de linfocitos T (ThO, Thl yhI7). Sin embargo, no se puede desconocer la existencia de
distintas moléculas denominadas coestimuladoras secundarias que también tendrian implicancia en la
presentacion antigénica. Una de estas moléculas es la proteina OX40, presente en linfocdos T, vy |
proteina OX40L, presente en linfocitos B. Segun 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 etal., 2023) Por su parte, el grupo de Okuyama y col. evaluaron la relacion entre
IQGAP1, OX40 y OX40L, y determinaron que IQGAP1 es un importante regulador de la co
sefializacion de OX40, y que promueve el desarrollo de linfocitos T @ddgéenicogOkuyama etl.,

2020) Por lo tanto, los resultados obtenidos en &stassugieren que la infeccion con el EBV induce

la disminucién en la expresion tggaplpresente en los linfocitos B, lo cual regularia la activacion y
proliferacion de los linfocitos T, a través de un mecanismo que involucra la interaccion de los linfocitos
B y T, pero aun restaria dilucidar cual es la molécula involucrada en dicha iideBdcdurante la

formacion de la sinapsis inmunoldgica al momento de presentar un antigeno. Resuitadeése
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ampliar el estudi@ las moléculagDX40 y OX40L, ya que segun la evidencia bibliografica podrian
estar involucrados en la sinapsis inmunol6g@kuyama etl., 2020)

Una vez determinado que el silenciamientdgqgd@pltuvo un impacto significativo en la proliferacion

y activacion de los linfocitos T, se evalud su efecto sobre los factores de transcripcion de linfocitos T.
Se observé que al silenciggaplen los linfocitos B y cultivarlos cda poblacién diferenciada a Thi,

existia un aumento significativo en el ARNm del marcddm21y a su vez, al silencidggaplen los

linfocitos B y cultivarlos conla poblacion diferenciada a Thl7 también se observé un aumento
significativo en los ARNm de los marcadofsrcy Foxp3

Segun se menciond anteriormente, no existen estudios que hayan abordado las consecuencias del
silenciamiento deqgaplen linfocitos B y su posterior cocultivo con linfocitos T; sin embargo, se
report6 que la disminucién de la expresiongtgplen los linfocitos T aumenta la desfosforilacion del

factor nuclear de activacion de linfocitogNuclear factor of activated T cells, NFAFor sus siglas en

inglés) y su importacion al nucl€®. Sharma ail., 2011) Teniendo en cuenta dicha evidencia, se
podria postular una potencial funcién de IQGAP1 como promotor de la localizaciéon eficiente de
distintos factores de transcripcién para que interactien con sus reguladores en el citoplasma o sus genes
diana en el ndeo. Por otra parte, si bien no se encontr6 informacion que relacione directamente a
IQGAP1 con la diferenciacién de los linfocitos T, se podria hipotetizar su rol a través de la relacion del
eje OX400X40L, debido a que dichas moléculas si fueron relacias con la diferenciacion de
linfocitos T hacia los subtipos Thl, Th2 y Th@iN. Fu etal., 2021; Y. Fu eal., 2020) Segun dicha
hipotesis, se esperaria que la infeccion con el EBV en los linfocitos B disminuya la exprésigapde

y esto induzca una mayor expresion de la molécula coestimuladora OX40L en los linfocitos B, lo cual
permitiria la unibn mas eficiente a su contraparte OX40 presente en linfocitos T, promoviendo su
activacion y proliferacion, asi como también su difer@gion hacia los tipos Thl y Thl7, principales
efectores de la EM gue se encuentran circulantes tanto en las lesiones del sistema nervioso central como

en liquido cefalorraquideo y la sangre periférica de los pacientes.

Una vez determinado el efecto de silenciar el fprapl en linfocitos B sobre los factores de
transcripcion de los linfocitos Be analiz6 si el silenciamiento Wgyaplen linfocitos B y su posterior

cultivo con linfocitos T,tenia un impacto sobre la secrecién de citoquinas de las células T. Dicho
experimento se planted, debido a que la mayor presencia de células Thl y Th17 se ve reflejado por el
aumento de los factores de transcripcion caracteristicos de cada linaje th) (Tbg Th 17 ( ROROot
también se encuentra acompafiada por una mayor produccidoglgnzsproinflamatoriasINFA y

TNFU en el caso ¢dleéenlelxaso de @$ a¢lulas FHTTAL Wagreer ehl.|.2019)

En cuanto a nivel de ARNnlyego de la diferenciacion de los linfocitos T de los ratones 2D2 en Thly

Th17, la expresion dél7 sevio aumentada significativamente en la poblacion de linfocitos Th17. Sin

embargo, la expresion del ARNm d&0 sevio aumentado significativamente en la poblacién Thl
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Discusion

previamente cultivados con linfocitos IBgapI”. En base a estos resultados, se podria postular que
Iggaplse encuentra involucrado en la diferenciacion de los linfocitgs ffor lo tanto, modifica la
expresion ddas citoquinasque 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 observo que el silenciamientlmgipl en linfocitos T CD4en cultivo induce una

mayor produccion de HL7 e IFN, y el mismo efecto se observé en linfocitos T Cldd ratones

deficientes en el geiggapl(Okuyama etl., 2020)
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Conclusiones
El presente estudio analizé de manera integral la participacion del virus Bastedm la esclerosis

multiple en una cohorte argentina, combinando enfoques epidemioldgicos, genéticos y funcionales.

W Se confirmé que tanto pacientes con EM como individuos controles presentaron una
seroprevalencia del 100 % para EBV, indicando la ubicuidad del virus en nuestra poblacion.
No obstante, se observaron diferencias significativas en los titulos de antidg€rpost
VCA y anttEBNAL entre ambos grupos, lo que podria reflejar diferencias en la respuesta
inmune frente al EBV.

W Respecto a la carga viral en sangre periférica, no se encontraron diferencias significativas
entre pacientes y controlds, cual sugiergue la carga viral circulante no constituye un

biomarcador diferencial en esta patologia.

W El andlisis de las variantes genéticasodegenes que codifican paravia10 y EBNA2 del
EBV no revelda existencia de variantes que aumenten el riesgo de desdtid|lar una
asociaciorcon el origen geografico de los arsi@ntos agentinos.

W A nivel molecular, el analisis transcriptomid®NAseq evidencié unalisminucion en la
expresion del ARNm del gd@GAP1en linfocitos B infectados por EBV en pacientes con

EM, en comparacion con linfocit@no infectadosle dichos pacientes

W Complementariamente, los estudios funcionaiestro demostraron que el silenciamiento
de lggapl promueve un aumento en la proliferacién de linfocitos T y B, asi como en la
expresi -n de | os fact or ést, mdéruladclave resla r i p c i

diferenciacion de los linfocitoBh17 y Thl, respectivamente

W Finalmente se demostrd que existe un aumento en la expresion del ARNh a0 en la
poblacién de linfocitos Th1l7 y Thl, respectivamente, cuando estos son cocultivados con

linfocitos BlggapT’.

Conclusion final

El presente estudio corrobora la ubicuidad del virus EpB@inen la poblacion argentina y pone de

manifiesto diferencias inmunolégicas relevantes entre pacientes con esclerosis multiple y sujetos
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controles. Si bien la presencia del virus y su carga viral en sangre periférica no constituyen por si solos
factores explicativos del inicio y progresion de la enfermedad, la disminucion de la expresion de
IQGAP1en linfocitos B infectados por EBV sugiere un mecanismo molecular potencialmente implicado
en laexacerbaciémle la respuestédnmune proinflamatoria. Este hallazgo permite postular una via de
interaccion entre la infeccién viral, una respuesta exacerbada y la patogenia de la EM, posicionando al
EBV como un cofactor clave en su desarrollo. Finalmente, los resultados obtenidogepropevas
perspectivas para la identificacion de blancos terapéuticos dirigidos a componentes especificos de la

respuesta inmunalterada en esta enfermedad.
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Figura 47: Resumen grafico de resultado&) En el contexto de la infeccién con el EBV, se determind
gue el 100 % de la poblacion en estudio era seropositiva para el EBV. A su vez, se observé una diferencia
significativa en los titulos de anticuerpos anttA y antrEBNAL entre pacientes con EM alimiduos

del grupo control. Se exploré la posibilidde la existencia dgariantes virales de los genes que
codificaban para las proteinas EBNA2 e vIL10; sin embargo, no se encontraron vaoantesyor
potencialpatogénio asociadas a la ENbi protecbrasasociadasl grupocontrol, que pudiran explicar

el desarrollm la susceptibilidad a desarrollarenfermedadB) Una vez aislados ldsfocitos B EBV

y EBV" de pacientey controles, se realiz6 un andlisis BBlAseqparaanalizarla expresion de los
ARN mensajeros. Se observo una disminucion significativa del ARNIggdglen los linfocitos B
EBV* del grupo de pacientes comparado con los linfocitos B-BB\MmMismo grupo de individuoSin
embargo, no se demostré mediante quecanismo, la irfccion del EBV estaria produciendo la
disminucion de la expresion tggaplen los linfocitos BC) Se evalué la posible alteracion del MHC
Il'y de CD80/CD86ambas moléculas implicadas en la presentacion antiggrgoa)a expresion de
ninguna de estas moléculss encontr&ignificativamentealterada. Por lo tanto, postulamos que las
moléculas que podrian estar involucradas en esta interamm@X40-OX40L. Si bien el mecanismo

de presentacion antigénica no fue dilucidado, como consecuencia dedrgragaon déqgaplen los
linfocitos B, detectamos un aumento en la proliferacion de linfocitos B y T. Los linfocitos T se
diferencian principalmente a los perfiles Thl y Thl7 y secrdas citoquinas: I-:10 e IL-17
respectivamente.
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Perspectivas

Perspectivas

Los resultados obtenidos en esta tesis abren multiptesrogantesque permitiran
profundizar el conocimiento sobre el papel del EBV en la patogenia de la esclerosis mdltiple. En
primer lugar, se propone ampliar el andlisis transcriptomico medieseqincrementando el
namero de pacientes y controles incluidos en la cohorte, con el fin de validar y robustecer los
hallazgos observados, especialmente en relacidén con la expresi@apleen linfocitos B.

Una segunda estrategia técnica con alto valor consistiria en realizar estudios de
transcriptdmica a nivel de célula Unicinglecell RNAseq, comparando linfocitos B infectados
por EBVY (EBV ) y no infectados (EBV ), tanto
Esta aproximacion permitiria una caracterizacion mas precisa de los perfiles transcripcionales y
podria suponer nuevos edins funcionales con las células implicadas en la respuesta inmune.

Asimismo, a partir de la relevancia emergente de la sinapsis inmunoldgica en la interaccién
entre linfocitos T y B, se propone investigar el rol del complejo G®X@O0L en la presentacion
antigénica. En particular, se propone determinar si su expresémegsiada polQGAP1ly si
podria mediar las diferencias funcionales observadas en este estudio. En caso de confirmarse, un
proximo paso seria explorar el vinculo entre dicho complejo y la infeccion por EBV, con especial
foco en dos proteinas virales catatas: EBNA3C y LMP1, las cuales, segun evidencia previa,
podrian participar en mecanismos de modulacién inmunoldgica relevantes para esta interaccion.

Por otro lado, se propone llevar a cabo estudios funcioimaleiwo utilizando ratones
deficientes pardQGAP1 Mediante la induccion de encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE), modelo murino de EM, se podria evaluar la evolucion y severidad de la enfermedad
comparando animalesnockouty salvajes, con el objetivo de dilucidar el impacto directo de
IQGAP1sobre 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 linea de investigacion centrada en el virus
citomegalovirus (CMV). A futuro, se propone determinar si el CMV podria desampaeafirol
relevante en la patogenia de la EM, asi como explorar una posible interaccion sinérgica entre el
CMV y el EBV, considerando que ambos pertenecen a la fa@itizoherpesviridagy podrian

desregular rutas inmunopatoldgicas similares.
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Figura 48: Resumen gréafico de grspectivas Hipotetizamos que emecanismose inicia en la
circulacion periféricadonde el EBV infecta linfocitoB, y, a través de un mecanismo no dilucidado
inhibe la expresion dé&ggapl En respuesta a lmfeccion, en el ganglio linfatico lonfocitos B
infectadoscomienzan a proliferaa su vedos linfocitos Ttambién comenzaran a proliferar a modo de
respuesta inmungse expanidan clonalmenteEs esperablque ambos subtipos celula@dinfocitos

B y Td sean especificos mamntigenos virales del EBV, aunque una fraccién de ellos podria ser
autorreactiva, debido a fallas en los mecanismos de tolerancia inmunolégica. Estos linfocitos
autorreactivos podrian migrar al sistema nervioso central, atravesar la barrera hematzeycefal
reconoceraut oant 2genos ( ¢ o mo-crigialin, @ntr€ atids), que Nntegiante unU
mecanismo de mimetismo molecular, serian reconocidos erroneamente como antigenos virales (por
ejemplo, EBNAL). Esto podria desencadenar la activacion y agpats ambos tipos celulares y el

inicio de sus funciones efectoras: los linfocitos B secretarian autoanticuerpos dirigidos contra proteinas
como la mielina, mientras que los linfocitos T liberarianqeitioas proinflamatorias que contribuirian

a un microambiente inflamatorio en el SNC. Como consecuencia, los autoanticuerpos podrian promover
la desmielinizacion a través de la activacion del sistema del complemento y la opsonizacion de la
mielina, facilitandosu destruccion por células efectoras de la mi@aoba pérdida de mielina altera la
conduccidn nerviosa y deja expuestos los axones, haciéndolos mas susceptibles al dafio y contribuyendo
a la disfuncion neuronal y la neurodegeneracion observadas en la EM. Ademagjlasmsigecretadas

por los linfocitos T perpettan el reclutamiento de células inmunes, manteniendo la inflamacion crénica
en el SNC y alimentando un ciclo que agrava el dafio tisular, que puede ser visto como las placas
desmielinizantes en una resonancia magaélel cerebro.
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