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RESUMEN

El sindrome de fatiga cronica o encefalomielitis mialgica (ME/SFC) es una enfermedad
actualmente de etiologia desconocida, que aparece de forma subita en una persona previamente
activa y cuyo inicio parece estar relacionado con una infeccion aguda en la mayoria de los casos.
Hasta la actualidad, se ha estado estudiando a los enfermos de SFC sin clasificarlos en subgrupos
de patégeno. El virus de Epstein Barr (VEB), al igual que otros patdgenos, logra generar una
inmunodeficiencia funcional adquirida mediante el déficit de expresion de moléculas de clase Il
del complejo mayor de histocompatibilidad, en individuos genéticamente predispuestos. Aunque
algunos patdgenos también consiguen disminuir las moléculas de clase | del MHC. Este estudio
pretende mostrar cdmo a partir del ciclo viral del VEB y su mecanismo de evasién inmunolégico,
se puede generar SFC y cuales son las consecuencias metabolicas y fisiol6gicas que ello conlleva.

INTRODUCCION

El sindrome de fatiga cronica (SFC) es una enfermedad actualmente desconocida a la que se le
han atribuido mdltiples desencadenantes, pero ninguno de estos esta presente en todos los
pacientes. Quizas el planteamiento a tener es que no sélo un factor determinante o patégeno puede
producir esta enfermedad sino varios y por eso hay que analizar la etiopatogenia de todos y cada
uno de los posibles patdgenos implicados, asi como su manera de eludir el sistema inmune, para
entender como puede generar los cambios metabdlicos y fisioldgicos producidos en los pacientes.

El SFC suele comenzar con un proceso infeccioso en una persona generalmente activa que
empieza con fiebre, tos, odinofagia, mialgias... es decir, sintomas seudogripales. A partir de este
inicio, se instaura un agotamiento permanente que no mejora con el reposo, empeora con la
actividad tanto fisica como mental que se torna persistente. Cuando se instauran los sintomas
crénicos suelen predominar la fatiga, febricula (en el inicio de la enfermedad) o temperaturas de
35°C cuando la enfermedad estd mas avanzada, artralgias, mialgias, adenopatias cervicales,
sintomas intestinales, aumento de las alergias respiratorias, alteraciones hormonales... etc. Hay
que destacar que todos estos sintomas no estan presentes en todos los pacientes y que la
heterogeneidad de los mismos puede deberse al perfil serolgico previo que tuviera la persona y
al patdgeno inicial, pudiendo generar los diferentes sintomas, como por ejemplo la artritis, en
base a reactivaciones previas de virus pasados.!

Por ello este articulo pretende acercarse a un subgrupo de SFC cuyo origen es una infeccién por
el virus de Epstein Barr y demostrar como a partir de su maquinaria viral puede llegar a eludir el
sistema inmune e instaurar la enfermedad.

PRIMOINFECCION

La mayoria de las infecciones virales agudas y persistentes comienzan en la periferia, a menudo
en las superficies epiteliales o de las células endoteliales. La infeccion de las células en estos
sitios generalmente induce una respuesta antiviral especifica de los tejidos que incluye tanto una
respuesta celular autonoma (inmunidad intrinseca), como una sefializacion paracrina de la célula
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infectada a las células no infectadas circundantes por citocinas secretadas (inmunidad innata).
Esta respuesta inflamatoria local generalmente contiene la infeccion. Después de varios dias, la
respuesta inmune adaptativa puede activarse y la infeccion puede ser eliminada por la accion de
anticuerpos especificos a la infeccion y células T (inmunidad adquirida). Las infecciones virales
que escapan al control local en el sitio de la infeccion primaria pueden propagarse a otros tejidos,
donde pueden causar problemas mas serios debido a la replicacion robusta del virus o a una
respuesta inmunologica innata exagerada. Esta ultima reaccion a veces se denomina “tormenta de
citoquinas" porque tanto las citoquinas pro-inflamatorias como las antiinflamatorias estan
elevadas en el suero, lo que lleva a una vigorosa actividad inmune sistémica. Tal respuesta en el
cerebro suele ser devastadora y puede conducir a meningitis, encefalitis, meningoencefalitis o
muerte.?

El virus de Epstein-Barr (VEB) es el Unico miembro adaptado al ser humano del género
Lymphocryptovirus, perteneciente a un linaje de primates del Viejo Mundo con herpesvirus
gamma-1 que fue transferido a un antepasado hominido hace aproximadamente doce millones de
afios, y que ahora es responsable de infecciones humanas casi universales y de por vida. La
transmision viral se produce generalmente a través de la saliva.®

Este herpesvirus esta presente en mas del 90% de la poblacion humana. No obstante, hay que
tener en cuenta que también se ha visto su implicacién en maltiples enfermedades tales como
artritis reumatoide*®, esclerosis miltiple®, linfoma de Hodking’, linfoma de Burkitt y otros
linfomas no Hodking.

En la infancia la primoinfeccion® tiende a ser asintomatica y conduce a una persistencia de la vida
del virus a nivel intracelular, pero en adolescentes y adultos puede causar mononucleosis
infecciosa, una enfermedad linfoproliferativa generalmente autolimitada.

Durante la fase aguda de la infeccién 1 de cada 104 células B circulantes estan infectadas, ya que
este virus afecta predominantemente a estas células. En respuesta a esto, las células T citotoxicas
proliferan y eliminan a los linfocitos B infectados. No obstante, el virus tiene unos mecanismos
para que algunas células B infectadas con VEB en reposo no presenten el antigeno en su superficie
y con ello se pueda evadir la respuesta inmune, de manera que quedan permanentes en el ADN
del linfocito B. Estas células muestran diferentes patrones de expresion de genes codificados por
VEB:®

e Latencia 0 y Latencia I: estan en las células B de memoria y se caracterizan por la falta
de expresion de cualquiera de los genes virales o la expresion EBNA-1.

e Latencia Il: EBNA-1, LMP-1, LMP-2A, 2B se expresa en centroblastos infectados de
centros germinales.

e Latencia lll: EBNA-1, -2, -3, -4, -5, -6, LMP1, LMP-2A, 2B se expresa en linfoblastos.

Estos mismos programas del ciclo viral latente también se expresan en diversos tumores malignos
VEB. La latencia 1 se encuentra en el linfoma de Burkitt, la latencia 11 en la enfermedad de
Hodgkin, carcinoma nasofaringeo, linfoma de células T/ NK, y la latencia 11 es caracteristica de
mononucleosis infecciosa y los linfomas de células linfoblastoides B que se encuentra en los
receptores de trasplantes y pacientes con SIDA.°

CICLO VIRAL

Las células B son los principales objetivos de la infeccidn por VEB debido a su expresion de
CD21, que es el principal receptor del virus. Sin embargo, el VEB también puede infectar las
células T, células endoteliales y células epiteliales a través de distintos procesos incluyendo la
transferencia del virus a partir de células B infectadas.
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El virus persiste a través de los sistemas de latencia en los linfocitos B de memoria, tanto en los
IgD+ CD27+ como IgD-CD27+, pero no en la célula B naive, de manera que se instaura en un
estado de latencia sin expresar genes virales permaneciendo oculto a la vigilancia del sistema
inmune.® No obstante, la respuesta inmunitaria del huésped tipica es suficiente para mantener el
control, no siendo asi en los casos de linfoma donde el virus parece haber ganado la batalla contra
el sistema inmune. Este es uno de los casos mas sencillos de ver cémo la infeccién de un virus es
capaz de generar un tumor, y entender las similitudes existentes a nivel metabélico entre el cAncer
y una infeccion latente que se explicara mas adelante.®

RESPUESTA INMUNE AL VEB

Las células T CD8 actian especificamente contra proteinas del ciclo litico, pero también con
proteinas de latencia como EBNA -3A, -3B, -3C, LMP2-A, EBNA-1 y LMP-1. Los estudios de
tetrameros de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) revelan que se produce una
expansién masiva de mas del 50% de células T especificas contra proteinas del ciclo litico, mas
abundante que las del ciclo latente.®

También se han utilizado tetrdmeros de MHC de clase 11 para visualizar como se comportan las
células T CD4 + en la infeccidn aguda de VEB y en donantes de sangre sanos. Estos estudios
indican que ambas proteinas liticas y latentes estan dirigidas por células T CD4 +, mientras que
las frecuencias relativamente altas de células T CD4+ pueden ser detectadas durante la
mononucleosis infecciosa, la mayor respuesta corresponde a las CD8+.°

Aunque las células T se cree que constituyen el principal componente efector de la respuesta
inmune al VEB, las NK también tienen un papel fundamental ya que un nimero elevado de células
NK se asocia con cargas virales mas bajas en individuos con mononucleosis infecciosa. Hay
estudios en ratones inmunodeficientes reconstituidos con células humanas que indican que las
células NK son particularmente importantes en el control de la infeccion litica por VEB. Las
células NK también parecen tener un papel en el control de la infeccidn crénica viral. De manera
que los individuos con XMEN (una inmunodeficiencia primaria asociada con defectos en la
funcion de las células NK), exhiben altos niveles de VEB y tienen un mayor riesgo de trastornos
linfoproliferativos por VEB.®

Ademads, los varones con enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X (XLP) tienen
defectos en la proteina asociada a la molécula de activacion de los linfocitos (SLAM), que es
crucial para la funcion citotoxica de las células NK y son incapaces de controlar las infecciones
por VEB. Mientras que las inmunodeficiencias XLP y XMEN pueden afectar la respuesta de las
células T al VEB, otras inmunodeficiencias raras que son especificas de las células NK también
estan asociadas con el desarrollo de neoplasias malignas por VEB.®

VEB Y ESTRATEGIAS DE EVASION INMUNE

Al igual que otros herpesvirus, el VEB utiliza una multitud de estrategias para evadir la deteccion
y eliminacion por el sistema inmune del huésped:®

1. Lafuncidn de las células inmunitarias.
2. Las vias de presentacion del antigeno.
3. Vias apoptésicas.

1.La funcidn de las células inmunitarias

El VEB infecta a los linfocitos B no divisorios, los activa y los impulsa a proliferar, amplificando
asi la carga de genomas virales. Una vez activadas, las células B infectadas adquieren propiedades
de las células presentadoras de antigenos. Después de la infeccidn, presentan rapidamente
epitopos de proteinas estructurales de particulas virales entrantes y expresan transitoriamente
genes liticos que son por lo demas caracteristicos del ciclo productivo del VEB.%

vidiluel XuUlZ Fdbius, XUSdAI U IVIUIILETV Ividleu. o}



Esta fase prelatente de la infeccién incluye la expresién de dos genes que codifican las
inmunoevasinas virales, BNLF2a y BCRF1, que inhiben el reconocimiento de las células
infectadas por las células T efectoras especificas al VEB y las células asesinas naturales(NK),
respectivamente.

El gen BCRF1 genera un homologo de 1L-10 (vIL-10), que puede suprimir la produccion de IFN-
v, IL-2 e IL-6 de las células T CD4 + antivirales.®

BNLF2a impide la carga peptidica en las moléculas HLA de clase | a través de la interaccion con
el Transportador asociado con el Procesamiento de Antigeno (TAP). De modo que inhibe el
reconocimiento de las células infectadas por las células T efectoras especificas al VEB, en la fase
prelatente. Durante la fase de latencia no impide este reconocimiento por las células T.°

Sin embargo, estas dos proteinas virales son insuficientes para superar el reconocimiento de
células T. Entre 7 y 10 dias, el VEB establece una infeccion latente en las células B infectadas y
expresa s6lo unos pocos genes virales o ninguno, lo que reduce su riesgo de ser eliminado por el
huésped inmunocompetente.°

Por lo tanto, la infeccién temprana podria ser el talén de Aquiles del VEB, una ventana en la que
la célula infectada expresa y presenta muchos antigenos virales a las células inmunitarias, pero
esta insuficientemente protegida de la respuesta inmunoldgica del huésped. Pero gracias a los
miARNSs del VEB superan esta vulnerabilidad, ya que protegen a los linfocitos B recién infectados
de la erradicacion inmune por las células T CD4+, apoyando el éxito de por vida del VEB.*

El VEB expresa al menos 44 miARNSs, la mayoria de ellos con funcion desconocida, y dos ARN
no codificantes (EBERS). Se ha encontrado que los miARNSs codificados por VEB controlan la
expresion de varios genes celulares con funciones antiapoptdticas, pero también se ha
comprobado que disminuyen la regulacion de MICB, CXCL11, y NLRP3. Por lo tanto, interfieren
con las respuestas inmunoldgicas innatas y la inflamacion. Curiosamente MICB, un gen que
codifica un ligando para el receptor activador NKG2D expresado en las células T y NK, también
es blanco de los miARNs del herpesvirus asociado con el sarcoma de Kaposi y del
citomegalovirus humano. Estos estudios implican que ciertos miARNs codificados por los
herpesvirus se dirigen a las vias involucradas en el reconocimiento inmunoldgico innato.°

Los miARNs de VEB actan suprimiendo, en linfocitos B infectados, la liberacién de citoquinas
proinflamatorias tales como IL-12, lo que resulta en la supresion de la diferenciacion de las células
T CD4 naive * a células Thl. Las células Thl son importantes efectores antivirales, ya que activan
a los macrdfagos vy a los linfocitos NK para eliminar patégenos intracelulares.
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Figura 1: Las mutaciones en las proteinas que se resaltan en rojo impiden la funcion de ciertos
leucocitos.?
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2. Las vias de presentacidn del antigeno.

Varios miARNs VEB modulan el reconocimiento inmune de las células B recientemente
infectadas (las células diana del VEB preferentemente). Los miARNSs virales en células B
infectadas controlan la expresion génica de HLA clase 1l y tres enzimas lisosomicas importantes
para la protedlisis y la presentacion de epitopos a las células T CD4+. Esto les permite interferir
con el procesamiento de péptidos y sobre la presentacion antigénica HLA de clase Il. Como
consecuencia de la disminucion en la presentacién antigénica HLA 11, se reduce la activacién de
las células T efectoras citotoxicas CD4* especificas al VEB y la muerte de las células B
infectadas. Estos hallazgos identifican una estrategia viral hasta ahora desconocida de la evasion
inmune. Al expresar rapidamente maltiples miARNS, el VEB contrarresta el reconocimiento por
las células T CD4 *y establece un programa de reduccién de la inmunogenicidad de las células
B recientemente infectadas, permitiendo que el virus exprese proteinas viricas necesarias para el
establecimiento de la infeccidn para toda la vida.'

Los genes que codifican las enzimas lisosomicas que participan activamente en el procesamiento
de péptidos MHC clase Il fueron inhibidos por miARNs de VEB. Encontraron que los miR-
BARTL1, miR-BART2 y miR-BHRF1-2 de VEB podian regular directamente la expresion de los
genes IFI30, LGMN y CTSB a través de sus 3'-UTRs. Es importante destacar que el deterioro de
estos tres genes dio como resultado una reduccidn en la presentacion de antigenos de proteinas
cargadas exdgenamente. Estos resultados muestran que los miARNs de VEB interfieren con los
procesos involucrados en la presentacion antigénica MHC clase 11 a multiples niveles, incluyendo
la degradacion de la proteina lisosomal, la expresién de HLA clase 11y la expresion de moléculas
co-estimulantes.°

La proteina de membrana latente 1 (LMP1) desempefia un papel central en la transformacion,
supervivencia y proliferacion de células B infectadas con VEB. LMP1 activa la via CD40
(receptor que participa en la activacién de las células B), induciendo importantes co-receptores
inmunes. Pero se comprobd que varios miARNs BART virales controlan la expresion de LMP1.
Los resultados mostraron que los miARNS virales limitan la expresion del gen LMP1 vy, por lo
tanto, inhiben indirectamente la expresion superficial de algunos co-receptores inmunes y
moléculas de adhesion.°

También, para evitar la deteccion de células T CD4 especificas al VEB que se mencion6 antes,
se encontrd que la proteina latente de VEB, LMP2A (latent membrane protein 2A), juega un papel
critico en la regulacion negativa de la expresion de moléculas MHC de clase 11 en las células B
infectadas. Funcionalmente, LMP2A imita la sefializacion BCR activada constitutivamente; sin
embargo, la via PI3K activada por LMP2A media la supresién de MHC clase 11 y CD74 en células
B infectadas por VEB. Estudios previos han revelado que CIITA es un regulador principal de la
expresion de moléculas MHC de clase 11 y CD74. Demostraron que LMP2A mediaba la reduccion
de los niveles de CIITA mediante la disminucion de la expresion de PU.1 y E47. Otros virus
también evaden las respuestas de las células T CD4 antivirales a través de la interferencia con la
presentacion de antigenos MHC de clase Il. Por ejemplo, el citomegalovirus humano, el virus
parainfluenza humana tipo 3 vy el virus de la varicela z6ster suprimen la expresion de MHC de
clase Il inducida por IFN-y a través de la inhibicién de la activacion de JAK-STAT y del activador
de la ruta de transcripcion, lo que resulta en una reduccion de la expresion de CIITA !

Cabe afiadir que existe un tipo de inmunodeficiencia, llamada deficiencia de MHC de clase 1l en
las células presentadoras de antigeno, que se asocia con una grave disminucion de linfocitos T
CD4+. Esta ausencia de linfocitos T cooperadores provoca una deficiencia de la respuesta
humoral (el defecto de presentacion de antigeno al escaso nimero de linfocitos CD4+ causa un
defecto en la colaboracion entre linfocitos Ty B), y celular (por el defecto intrinseco en el nimero
de linfocitos T CD4+). Los pacientes sufren infecciones de repeticion, particularmente del tracto
digestivo. El defecto genético de esta grave inmunodeficiencia se encuentra en varias proteinas
reguladoras de la transcripcién de los genes HLA de clase I1.2 La diferencia de esta
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inmunodeficiencia con respecto a lo que ocurre en los pacientes con infeccion latente de VEB
esta en que la primera seria de origen genético afectando a la presentacion antigénica HLA Il de
todas las células presentadoras de antigeno y en la segunda seria adquirida por la infeccién del
patdgeno, sélo en células infectadas.
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Figura 2: Regulacion de los genes HLA de clase 11 en individuos normales (arriba) y en pacientes con
deficiencia de HLA de clase Il (abajo). En los pacientes, las mutaciones en CIITA (transactivador de
clase 11) RFXANK, RFX5 o RFXAP impiden la expresion de la HLA-DR, -DQ, -DP y —-DM, ademas
de li(CD74)12

Cuando una célula se encuentra infectada por patégenos intracelulares (virus, protozoos o
bacterias) se inician los mecanismos de procesamiento y presentacion de antigenos en la
superficie de la célula infectada. En este proceso los péptidos que se derivan de los antigenos, son
presentados por las moléculas del MHC de clase | formando complejos péptido extrafio/ MHC 1.
Los linfocitos Tc (citotoxicos), mediante el reconocimiento especifico por el TCR de estos
complejos péptido extrafio/MHC 1, son capaces de distinguir aquellas células que se encuentran
infectadas del resto de células vecinas sanas.'? En el caso del VEB, sus miARNSs interfieren con
el reconocimiento y la destruccion de las células infectadas con VEB por las células T CD8 *.
Identificaron varios mecanismos para esta inhibicion. Primero, los miARNs se dirigen
directamente a TAP2, regulan negativamente todo el complejo TAP, y reducen los alotipos HLA
de clase | que presentan preferentemente epitopos dependientes de TAP. Segundo, reprimen
EBNAL, una proteina expresada en la mayoria de las formas de latencia del VEB y un objetivo
de las células T CD8 * especificas al VEB. En tercer lugar, los miARNSs disminuyen la liberacién
de IL-12 por las células B infectadas, ya que IL12B es reprimida de forma directa por estos
miARNs en las células infectadas. Esta represion de IL12B no sélo puede reducir
la diferenciacion de células T CD4 *, también pueden regular las funciones de células T efectoras,
disminuyendo la actividad de las células T CD8 * especificas al VEB. Por lo tanto, la reduccion
de IL-12 mediada por miARNs podria conducir a una disminucién del reconocimiento en
diferentes etapas de la infeccion. 1013

Esto nos lleva a que el linfocito B no presenta los antigenos por HLA de clase | y, por tanto, elude
la respuesta inmune de los linfocitos T CD8, ya que no pueden detectar la infeccién intracelular.
Con esto impide que los linfocitos Tc inicien la liberacion de citolisinas, como las perforinas, para
lisar las células infectadas.®
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3.Vias apoptaésicas.

El VEB desarrolla también varias tacticas para prevenir la apoptosis de la célula infectada con el
fin de aumentar la persistencia viral. Un homologo bcl-2 funcional codificado por BHRF1 puede
inhibir la apoptosis inducida por una gama de estimulos, al menos en parte por unién a la proteina
pro-apoptdtica Bim. Se demostr6 que los linfomas de células B infectados por VEB son
resistentes a la induccidn de la apoptosis a través de las vias mediadas por el receptor de muerte
celular, el ligando Fas/ Fas y TRAIL / DR. Este proceso depende de la sefializacion por la proteina
de membrana latente 1, LMP1, que desempefia un papel central en la transformacion,
supervivencia y proliferacion de células B infectadas con VEB. La sefializacién LMP1 en lineas
celulares de linfoma B humano induce la expresion de la proteina celular c-FLIP que interfiere
con la formacion del complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC), requerido para iniciar
la activacion de la caspasa-8 después de unirse con los receptores de muerte. La induccién de
CFLIP por LMP1 es NF-KB dependiente y proporciona un mecanismo al VEB para evitar la
apoptosis de la célula huésped.®

Otras consideraciones.

Aunque la mayoria de las células que estan infectadas corresponde a los linfocitos B, las células
epiteliales también pueden albergar inicialmente el VEB incluso las NK. Se ha visto in vitro que
el VEB tiene capacidad de infectar las NK mediante la molécula HLA-I1 sin que esté presente el
CD21 en su superficie.’* Esto predispone a un cuadro clinico mucho mas grave, puesto que
bloquea la inmunidad innata para la destruccion viral y la capacidad de detectar fallos en la
presentacion antigénica (disminucion de HLA-I) en los linfocitos B, ya que al no haber NK no
puede detectarlos y los linfocitos B infectados pueden perpetuar su inmortalidad.

Hay evidencias de que la pérdida del control inmune por parte de las NK predispone a
enfermedades asociadas al VEB. Esto se ha podido ver en las inmunodeficiencias primarias que
tienen mayor predisposicion a los tumores malignos asociados a VEB. La diferenciacion de las
NK se interrumpe por mutaciones en GATA2 y complejo MCM4. Los pacientes con mutaciones
GATAZ2 se diagnostican con infecciones cronicas activas a VEB (CAEBV) y tumores de musculo
liso positivas al virus. Por lo tanto, la alteracion de las NK se asocia con una infeccién por VEB
no controlada.®®

Podemos trasladar esto a lo que ocurre en algunos pacientes con SFC por VEB. En aquellos
pacientes donde la infeccion primaria afectara también a las células NK o que tengan una
alteracion genética en GATA 2 0 MCM4, generaran una infeccion de mayor gravedad que los
que solo tienen la infeccion latente en los linfocitos B. Esta afectacion podria verse reflejada en
las analiticas por la disminucién de las células NK y de los niveles de perforinas junto con cargas
virales elevadas de VEB mediante PCR sérica. EI VEB en las células NK puede comportarse de
diferente manera iniciando el ciclo litico y no generando latencia. Se ha comprobado en un estudio
in vitro'®, donde se pretendia estudiar el comportamiento del VEB en las NK, que mostraban tanto
infecciones latentes como liticas en la fase temprana de la infeccion por VEB en dos lineas de
células NK. Sin embargo, las células EBER positivas a VEB latente se comportaron de una forma
extrafia y entraron en apoptosis después de 72 h de exposicion al virus, lo que explica las
dificultades para generar clones de NK. Por tanto, el virus haria una replicacion completa en las
células NK y se expulsaria. Este es el motivo por el que, ante este subgrupo de infeccion por virus
de Epstein Barr que afecta a las NK, se genere una disminucion de las mismas y por consecuencia
también de los niveles de perforinas. Ademas, pudieron ser visibles las cargas virales mediante
PCR (esto solo se detecta en pacientes mas graves), comportandose de manera similar al CAEVB
(infeccidn cronica activa por virus de Epstein Barr) de origen genético. De manera que el niimero
de NKs y la cuantificacion de su actividad mediante los niveles de perforinas nos puede orientar
sobre una mayor gravedad en el SFC por VEB.
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BCRF1

Es importante recordar que las células T cooperadoras pueden dividirse en dos tipos, Thly Th2,
segun las citoquinas que producen y su funcién efectora. La diferenciacion a células Thl, que
generan IL-2, INF-g y linfotoxina, es estimulada por IL-12 y INF-g, mientras que la
diferenciacion de células Th2, que originan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, depende de IL-4.

Como se coment6 anteriormente, los linfocitos B infectados por VEB generan un homélogo de
IL-10 (vIL-10), codificado por el gen BCRF1 del VEB durante la fase prelatente (fase litica de la
replicacion viral).® Aunque evidencias recientes indican que se expresa también durante la fase
latente.’

En diversos estudios se ha comprobado que la IL-10, producida principalmente por macréfagos
activados, es un inhibidor de los mismos y, por lo tanto, interviene en el control homeostasico de
las reacciones de la inmunidad innata y celular, como un regulador de retroalimentacion negativa.
En una infeccion aguda, los macréfagos responden a los microorganismos liberando citocinas y
expresando co-estimuladores que potencian la activacién de las células T y la inmunidad celular.
Pero la IL-10 actua sobre los macréfagos activados para terminar estas respuestas y restablecer el
estado de reposo del organismo una vez erradicada la infeccién microbiana.’® Al igual que los
mastocitos, los linfocitos Th2 también pueden secretar IL-10 para inhibir la produccién de
citoquinas (IL-2 e IFN-g) por las células Thl. Por lo que vIL-10 (homdlogo de IL-10) podria
actuar en multiples tipos de células e inhibir la sintesis de citoquinas en células T y células NK.*°
Ademas, recordemos que los miARNs de VEB acttan suprimiendo la liberacion de 1L-12 en
linfocitos B infectados, provocando una inhibicion de la diferenciacion de las células T CD4
naive * a células Thl (esto lleva a un aumento de Th2).1013

La IL-10 modula la expresion de citocinas, mediadores solubles y moléculas de superficie celular:
IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TNF, LIF y PAF por
monocitos activados/macro6fagos, asi como la produccion de quimiocinas (CC y CXC) como IL-
8, IP-10, MIP-2, KC (Gro-a) por monocitos activados. Estas quimiocinas estan implicadas en el
reclutamiento de monocitos, células dendriticas, neutréfilos y células T. De esta manera, la IL-10
impide la expresion de muchas quimiocinas inducibles que intervienen en la inflamacion,
aumentando la produccion del receptor antagonista para la IL-1 (IL-1RA) y los receptores
solubles del TNFR p55 y p75; también inhibe la expresion de IL-1RI e IL-1RII en monocitos
activados, lo que indica que la IL-10 no s6lo desactiva monocitos, sino que induce la creacién de
moléculas antinflamatorias. Ademas de esto, la IL-10 también evita la generacién de
prostaglandinas E2 (PGE2), con lo que se reduce la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) y de
antigenos MHC de clase Il, CD54 (ICAM-1), CD80 (B7) y CD86 (B7-2) en los monocitos,
incluso después de que IL-4 o IFNg hayan inducido su creacion; ademas, impide la produccién
de IL-12 y la expresion de moléculas co-estimuladoras para varios tipos de células dendriticas.

La célula dendritica presenta los antigenos a través de HLA-II (esto constituye la sefial 1) pero
ademas expresa sefiales co-estimuladores que lo hacen a través de ligandos CD80, CD86 que
interactda con el CD28 para que el linfocito T se clone exponencialmente. La co-estimulacion (es
decir la sefial 2) no es algo prioritario en las células dendriticas, pero si estd ausente, la célula T
se niega a responder de manera correcta y a menudo se autodestruira a través de la muerte celular
programada (apoptosis).?’ Las células T virgenes requieren ambas sefiales 1 y 2 de una CPA
(célula presentadoras de antigenos) para convertirse correctamente en activas.

LMP2A disminuye directamente la presentacion antigénica HLA-1I de las células infectadas y
vIL-10 (homoélogo de IL-10) disminuye HLA-II de las células presentadoras de antigenos
cercanas. Todo esto lleva a una disminucion de linfocitos CD4 activados.

Por otro lado, la inica manera que quedaria de eliminar a los linfocitos B infectados por el virus
de Epstein Barr, al tener inhibida la presentacion antigénica HLA-I en los linfocitos B, seria
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gracias a las NKs exclusivamente. Y recordar que las células T CD8 jugaban un importante papel
para la contencién del virus durante la infeccion primaria.

Recientemente, se detectaron efectos directos de vIL-10 en células NK / NKT aisladas ex vivo,
asi como en células T CD4+. Las células NK lisan las células B infectadas por VEB
preferentemente cuando entran en el ciclo litico productivo. Aunque demostraron que las células
NK también lisan las células B recién infectadas, pero vIL-10 interferia con esta funcion
efectora. La presencia de células T CD4+ apoy6 ademas la lisis mediada por NK, especialmente
cuando vIL-10 no se expreso. Este fendmeno es probablemente atribuible a dos observaciones
diferentes: (i) las infecciones con virus deficientes en BCRF1 condujeron a niveles mas altos de
citocinas Thl, lo que sugiere que el aumento de la secrecidn de citocinas Thl por parte de las
células T CD4+ estimul6 la actividad de las células NK, y (ii) los experimentos indicaron un
efecto inhibidor directo de la vIL-10, asi como de la IL-10, sobre la actividad de las células NK
y T-CD4+2

Es decir, vIL-10 liberado por células B infectadas puede actuar en multiples tipos de células e
inhibir la sintesis de citoquinas en células T (inhibe la produccién de IL-2 e IFN-g por las células
Thl) y células NK. Esto permite anular las funciones antivirales de las células T CD4+ efectoras
y disminuir la muerte mediada por las células NK de las células B infectadas. Ademas, es
un potente inhibidor de la presentacion antigénica, ya que reduce la expresion de MHC Il y de las
moléculas accesorias de co-estimulacién CD80 y CD86 en células dendriticas.

Los estudios de lupus eritematoso sistémico (LES) por infeccion del virus de Epstein Barr
mostraron una disminucion del 1L-12, IFN gamma y como resultado también una disminucion de
IL17 y IL6 por la proteina EBNAL presente en la célula latente. Tanto IFN gamma como 1L12
son factores importantes para la diferenciacion de Thl y cruciales para la correcta actividad de
CD8y NK. La IL12 estimula la produccion de IFN gamma tanto en CD8 como en las NK ademas
de activar a los macréfagos. Por tanto, se ha demostrado que en LES existe una disfuncion de la
respuesta Th1l y por consiguiente de la actividad de los linfocitos T CD8 y NK contra la infeccion
latente del virus de Epstein Barr.?

Aun asi, el sistema inmune tiene una serie de mecanismos para detectar estos fallos e impedir que
el virus lo eluda, este equilibrio es el que juega entre la generacion de un cancer o la perpetuidad
de una infeccion latente con las consecuencias metabdlicas que ello conlleva. Las células NK+
son capaces de detectar un descenso de HLA-I en las células B y se activan aumentando los
niveles de perforinas (estos aumentos pueden ser visibles en pacientes de sindrome de fatiga
cronica) en caso de no haber infectado a las NK, de lo contrario se visualizaria una reduccion de
los niveles de perforinas y un descenso en el numero de células NK, como se explico
anteriormente.

Se conoce que el VEB influye en la regulacién de T-bet/GATA 3 (Th1/Th2) en células T?
regulando de forma positiva la expresién de GATA 3 in vitro. Por otra parte, el gen mir-BART20-
5p?* que utiliza el VEB para perpetuar la latencia, ya que inhibe la generacién del ciclo litico,
inhibe también la traduccion T-bet bloqueando asi la diferenciacidn hacia Th1. Por tanto, a partir
de una infeccion del virus de Epstein Barr se puede generar un aumento de la respuesta Th2 con
disminucién de la Th1(los miARNs disminuyen también la diferenciacion de las células T CD4
naives a Thl). En los pacientes de sindrome de fatiga cronica se puede observar este aumento de
la actividad de Th2.25% Esto se puede medir directamente a partir de las citoquinas o medirse de
forma indirecta, como por ejemplo la elevacion de la proteina cationica eosinofilica®’ que pudiera
formar parte de los marcadores de esta enfermedad. Toda esta respuesta Th2 alterada es la que
genera el aumento de las alergias tanto a nivel respiratorio como a nivel intestinal que estan
presentes en estos pacientes y que es comun que hayan desarrollado a raiz del proceso inicial. Se
trata de una respuesta no mediada por IgE, sino por una hipersensibilidad tipo 1V mediada por
linfocitos T que se relacionaria con las diarreas, las maltiples intolerancias alimentarias de
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reciente aparicién, la ruptura de la barrera intestinal y la translocacion bacteriana existente en
estos tipos de pacientes, evaluables mediante una elevacién de sCD14.

Esta elevacion de sCD14 se recomendaria constituir también como uno de los marcadores para
comprobar la afectacion de la barrera intestinal en aquellos subtipos que presentan sintomas
diarreicos. También se ha observado un aumento de los niveles de 5-HIAAZ% (producto
metabdlico de la serotonina) y de histamina®, que evidencian de nuevo una actividad Th2
excesiva.

VEB PUEDE LLEGAR A INFECTAR EL SNC

Algunos virus adaptados al ser humano tienen acceso al Sistema Nervioso Central (SNC), como
resultado de la disminucion de las defensas del huésped que no logran limitar las infecciones
periféricas (por ejemplo, el virus de Epstein-Barr, el citomegalovirus humano y el virus JC o virus
John Cunningham). Sorprendentemente, muchos herpesvirus alfa entran eficientemente en el
sistema nervioso periférico (SNP) de sus huéspedes y establecen una infeccion quiescente con
poca 0 ninguna patogénesis del SNC. Su infeccion periférica inicial estimula una respuesta
inmunitaria intrinseca e innata bien controlada, asi como una respuesta inmunolégica adaptativa
de larga duracion. Los genomas del herpesvirus alfa permanecen en reposo en las neuronas SNP
durante la vida de sus huéspedes, reactivandose solo ocasionalmente para producir viriones que
pueden reinfectar los tejidos periféricos y propagarse a otros huéspedes. Quizés la naturaleza pro-
supervivencia resistente a la citolisis de las neuronas maduras facilita el establecimiento de tales
infecciones persistentes y reactivables.*

El SNP es relativamente mas accesible a las infecciones periféricas porque los nervios estan en
contacto directo con tejidos de todo tipo, pero el propio SNC tiene varias capas de proteccion. La
propagacion de la infeccion de la sangre al liquido cefalorraquideo y a las células del sistema
nervioso central estd limitada por la barrera hematoencefalica (BHE). La BHE estd compuesta
principalmente por células endoteliales, pericitos, astrocitos y la membrana basal. Los pericitos
proyectan procesos similares a los dedos para rodear la pared capilar y coordinar las funciones
neurovasculares de la BHE. Los astrocitos en forma de estrella (es decir, astroglia) son el tipo de
célula glial mas importante en el SNC. Las proyecciones de los pies finales del astrocito llegan al
capilar, regulando la homeostasis de la BHE y flujo sanguineo. Las células
endoteliales microvasculares de cerebro humano (HBMEC), que recubren la vasculatura del
SNC, estdn conectadas por uniones estrechas que no se encuentran en los capilares de otros
tejidos. Estas uniones restringen la salida de bacterias, particulas de virus y grandes moléculas
proteicas del lumen del vaso sanguineo, permitiendo el transporte de metabolitos, proteinas
hidrofébicas pequefias y gases disueltos dentro y fuera del SNC. La membrana basal, una espesa
matriz extracelular, también rodea estos capilares limitando aun mas el movimiento de los
patdégenos. Los macrofagos perivasculares (es decir, migroglia), que residen entre las células
endoteliales y gliales, proporcionan ademas una vigilancia inmunolégica en el tejido del
SNC. Las infecciones virales que salen de la periferia y encuentran su camino en el SNP o el SNC
lo hacen ya sea por infeccion directa de las terminaciones nerviosas en los tejidos, o infectando
las células del sistema circulatorio que finalmente llevan la infeccion a través de la BHE al SNC.*°

Hay varias vias por las que los virus pueden acceder al sistema nervioso central, pero nos
centraremos en la infeccidn del endotelio microvascular cerebral de la BHE.

En algunos casos, las particulas del virus en el sistema circulatorio pueden alcanzar e infectar a
las HBMEC, uno de los principales componentes de la BHE. Virus de ARN como el virus del
Nilo Occidental (VNO), el virus de la hepatitis C (VHC), el HTLV-1 y los virus de ADN como
el JCV, el virus de Epstein-Barr (VEB), el citomegalovirus humano (HCMV) y el adenovirus de
raton 1 (MAV-1) pueden infectar a las HBMEC. La infeccidn de estas células a menudo conduce
a la alteracion de la integridad de la BHE, que estd acompafada por la migracién incontrolada de
las células inmunitarias en el parénquima cerebral. La inflamacion en el tejido cerebral inducida
por la actividad de estas células suele ser la causa de los trastornos neurolégicos observados.®
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El VNO puede acceder al SNC infectando las terminaciones nerviosas sensoriales, las neuronas
olfativas o a través de la circulacién sanguinea, pero no a través de las uniones neuromusculares
(NMJ). Una caracteristica distintiva de la neuropatogénesis del VNO es la alteracion de la BHE
que provoca la entrada incontrolada de células inmunitarias en el cerebro. La infeccion no sélo
estimula la pérdida de proteinas de uniones estrechas en las células epiteliales y endoteliales, sino
que también induce la produccion de metaloproteinasas matriciales que degradan la membrana
basal. Como resultado, los leucocitos atraviesan los capilares hacia el tejido circundante y liberan
citocinas al reconocer el ARN de doble cadena del VNO (dsARN) a través de la sefializacion del
receptor tipo toll 3 (TLR3) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). Las infecciones por
VIH, HTLV-1 y MAV-1 también pueden alterar la BHE al afectar las proteinas de uniones
estrechas.®

Otro flavivirus VHC, que infecta principalmente a los hepatocitos, también se ha asociado con
anomalias del SNC como disfuncion cognitiva, fatiga y depresion. Las HBMEC son el Unico tipo
de célula en el cerebro que expresa los cuatro receptores requeridos para la entrada del VHC
(receptor de vector Bl, CD81, claudin-1 y ocludina). La infeccion por el VHC in vitro, sugiere
que pueden ser el reservorio del VHC en el SNC. La infeccidn por VHC en el SNC también se
asocia con una mayor expresién de citoquinas proinflamatorias (IL-1, TNF-alfa, IL-12 e 1L18),
colina, creatina e inositol, todas las cuales desencadenan la activacion de microglia y astrocitos,
lo que lleva a trastornos neuroldgicos pronunciados.*®

Los virus de ADN humanos prevalentes, que establecen infecciones persistentes y bien
controladas de por vida en otros tejidos, también pueden dafiar el SNC al infectar las HBMEC en
condiciones inmunosupresoras. Entre estos agentes patdgenos se encuentran el herpesvirus beta
CMV (citomegalovirus), el herpesvirus gamma VEB vy el poliomavirus, virus John Cunningham
o virus JC (VJC). El CMV establece latencia de por vida, predominantemente en las células del
linaje mieloide. Si la infeccidn primaria ocurre durante el embarazo, la transmisién al feto, que
aun no es inmune, puede resultar en una variedad de anomalias mortales del SNC, como el retraso
mental y la pérdida de audicion. Ademas de HBMEC, astrocitos, pericitos, neuronas, células
microgliales, y lo que es mas importante, todas las células madre neuronales pueden ser infectadas
con CMV. Los astrocitos y las células microgliales producen naturalmente grandes cantidades
de citoquinas inflamatorias en respuesta a la infeccion por CMV y esta respuesta puede promover
las enfermedades del neurodesarrollo fetal.*

El VEB establece una latencia de por vida en las células B de memoria. La infeccion VEB en
adultos jovenes causa mononucleosis infecciosa. Horwitz y su equipo demostraron que el VEB
puede infectar las HBMEC humanas, donde se vuelve latente. La reactivacion del virus en estas
células aumenta la expresion de citoquinas y quimioquinas inflamatorias que afectan la integridad
de la BHE local, lo que podria llevar a la progresion de la enfermedad neuroldgica inflamatoria,
la esclerosis maltiple (EM). En los modelos de ratones TCR transgénicos, la EM s6lo se activa
cuando la barrera hematoencefalica (BHE) estd comprometida. La presencia de linfocitos
especificos de mielina autoreactivos no es suficiente para causar EM ya que tales células han sido
aisladas de individuos sanos. En los pacientes con EM, las formaciones de lesiones y placas se
asocian con una alteracion de la (BHE). Por lo tanto, el aumento de la permeabilidad al (BHE),
junto con la activacion de las células T autoreactivas, es un requisito para el desarrollo de la
EM. Sin embargo, no esta claro cdmo se inician los cambios en la BHE antes de la entrada inicial
de las células inmunitarias en el cerebro.®

Se planted la hipotesis de que la infeccion VEB de un subconjunto de células endoteliales
cerebrales aumentaria el potencial de ruptura inflamatoria de la barrera hematoencefalica (BHE),
particularmente después de la reactivacidn del virus latente. El trabajo previo ha establecido que
el VEB puede infectar células endoteliales macrovasculares tanto en tejidos humanos como en
cultivo con células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVECS). Sin embargo, la BHE
esta compuesta por células endoteliales microvasculares que difieren significativamente de las
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células endoteliales macroscépicas, como los HUVECs, en una serie de caracteristicas estéticas,
sobre todo en términos de susceptibilidad a la infeccion viral por Herpesviridae.*

Las células endoteliales microvasculares de cerebro humano (HBMEC) aisladas de tres donantes
diferentes, se infectaron con éxito con VEB en condiciones de cultivo de laboratorio estandar. El
genoma viral fue detectado por PCR estandar en las HBMEC infectadas y estaba ausente de las
HBMEC infectadas de forma simulada, lo que indica que las células endoteliales de los donantes
eran VEB negativas.®

La latencia y la expresién inmediata de genes tempranos se detectaron en experimentos separados
con células derivadas de dos donantes diferentes, demostrando asi la replicacién viral y el
empalme de genes VEB. La expresion de BZLF-1y EBNA-1, ambos implicados en la transaccion
de la transcripcion de otros genes virales, fueron detectados post infeccion en las HBMEC de un
donante; mientras que LMP2B y EBNA-1 fueron encontrados para ser expresados post infeccion
en las HBMEC de un segundo donante.*

BZLF-1 es un gen inicial inmediato responsable de la transicion de la latencia a la reactivacion
del ciclo litico.

EBNA-1 es un gen de latencia responsable del mantenimiento del genoma viral durante la
replicacion de células huésped.

El LMP-2B es un gen de latencia que promueve la motilidad y diseminacion de las células
epiteliales, mientras que su funcion en las células B infectadas con VEB es poco conocida.

Aunque estos patrones son diferentes de los observados en las células B infectadas, son similares
a los que se encuentran en las células epiteliales infectadas con VEB. De hecho, se ha demostrado
que las células epiteliales primarias in vitro expresan EBNA-1, LMPs y BZLF-1 en el 5° dia post
infeccién con niveles similares de variabilidad a nivel de célula tnica y con cultivos primarios de
diferentes donantes. Este fue el primer informe que demostraba el éxito de la infeccion VEB y la
expresion génica en las HBMEC.*

Seguidamente se investigo si la infeccion VEB de las HBMEC podria llevar a la activacion y el
aumento de la produccion de moléculas proinflamatorias. Las HBMEC no infectadas expresaron
niveles basales de CCL-2 (MCP-1) e IL-8 consistentes con informes anteriores. Se observé un
aumento de la produccidn de CCL-5 a las 24 y 48 h después de la infeccidn en los sobrenadantes
de cultivo. Ademas, la expresion superficial de la molécula de adhesion, ICAM-1, se incremento
significativamente en 48 h post infeccion, mientras que la expresién VCAM-1 fue muy baja en
las HBMEC infectadas con VEB o inocuos. Es importante destacar que tanto el ICAM-1 como el
CCL-5 estan involucrados en la adhesion firme de los leucocitos al endotelio. Para determinar si
la regulacion ascendente observada mediada por VEB de ICAM-1 y CCL-5 fue suficiente para
aumentar la adhesion de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), realizaron
ensayos de adhesion de las PBMC. Mientras que s6lo unos pocos PBMCs se adhirieron a las
HBMEC naives, un nimero significativamente mayor de PBMCs se adhirieron a las HBMEC
infectadas por VEB. Como control positivo, las HBMEC tratadas con TNF-a durante 24 horas
mostraron niveles significativos de adhesion PBMC.*

El sobrenadante utilizado para la infeccion se obtuvo a partir de una linea celular de células B
(B95.8) transformada por VEB. Para descartar la posibilidad de que las citocinas producidas por
las células B95.8 estén contribuyendo a los cambios observados en las HBMEC, el sobrenadante
B95.8 fue probado para detectar la presencia de mediadores pro-inflamatorios utilizando un kit
humano con reactividad cruzada con primates no humanos. El sobrenadante B95.8 fue positivo
para IL-10 pero negativo para IL-6, IL-1, TNF-a y CCL-5. En resumen, la infeccion VEB regula
las moléculas inflamatorias en las HBMEC.*°

Curiosamente, tanto el CCL-5 como el ICAM-1 se han asociado con la EM. Los polimorfismos
en el CCL-5 y su receptor, el CCR5, modifican el curso y el resultado de la EM. El alelo CCL-5
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de baja produccidn esta asociado con un riesgo reducido de pérdida axonal; mientras que el alelo
CCL-5 de alta produccion esta asociado con una enfermedad clinica mas grave. La expresién del
CCLS5 esta regulada al alza en las células de la BHE antes de que aparezcan signos clinicos. Las
HBMEC derivados de la EM expresan niveles mas altos de ICAM-1 y los leucocitos circulantes
de pacientes con EM expresan niveles mas altos de LFA-1, el ligando de ICAM-1.%°

Por lo tanto, la capacidad del VEB para regular mejor el CCL-5y el ICAM-1 en las HBMEC de
manera similar a lo que se observa en los pacientes con BHE de EM, podria describir en parte el
mecanismo de la patogénesis de la EM.*°

Aqui se demostrd que la infeccion de las HBMEC por el VEB conduce a la activacion de las
células endoteliales y a la adhesién a PBMC. Propusieron que la reactivacion de la infeccion de
VEB latente en las células endoteliales cerebrales podria regular las citocinas, quimiocinas y
moléculas de adhesion que inducirian una ruptura local en la BHE y atraerian linfocitos
autoreactivos al cerebro. En un individuo con un mayor nivel de células T periféricas
autoreactivas, esto podria llevar a una entrada inicial localizada de células inmunitarias y el
desarrollo de lesiones del SNC. De esta manera, el VEB sélo necesitaria infectar a una pequefia
poblacion de HBMEC v la reactivacion requerida dentro de una minoria de estas células. Este
modelo propuesto serviria para explicar la deteccion inconsistente de la infeccién VEB en los
cerebros de EM.*°

Este mecanismo explica ademas importantes caracteristicas de la EM, entre las que se incluyen:
la falta de virus detectables en las placas de la EM; la infiltracion de macréfagos y linfocitos
especificos tanto virales como de mielina; la presencia de anticuerpos oligoclonales en el liquido
cefalorraquideo y el éxito de tratamientos antivirales como el interfer6n- para prevenir las
recaidas de la EM.*®

Pero esto no tendria por qué solo ocurrir en la EM, sino también podria darse en otras
enfermedades asociadas al VEB donde no hay presencia de linfocitos T autorreactivos contra la
mielina. La infeccion de HBMEC por el VEB conduce a la ruptura de las moléculas de adhesion
0 uniones estrechas de la BHE, logrando el paso de leucocitos (entre ellos linfocitos B infectados
por VEB) a través de los capilares hacia el tejido circundante. Las células B con infeccion latente
por VEB logran liberar EBERs (dos ARN no codificantes). Donde la liberacién de EBER1 induce
la activacion de la sefializacion TLR3 dando como resultado un aumento de citoquinas
proinflamatorias, generando inflamacion en el tejido.®

PREDISPOSICION GENETICA Y AUTOINMUNIDAD

La tolerancia a lo propio es un proceso que se adquiere durante el desarrollo de los linfocitos T y
B en los 6rganos linfoides primarios (tolerancia central) y en la periferia (tolerancia periférica),
por eliminacion o inactivacion de los clones celulares potencialmente autorreactivos.?

Debido a la dependencia de los linfocitos B y Tc (citotoxicos) respecto a los Th (colaboradores),
se considera que la mayor parte de las respuestas autoinmunitarias comienzan por la activacion
de los linfocitos Th autorreactivos. No se conoce todavia la causa o casusas concretas que activan
a los linfocitos T autorreactivos y desencadenan la autoinmunidad, pero todos los datos que se
conocen sugieren que estan desencadenadas por la accidn de un factor ambiental que actda en un
individuo genéticamente predispuesto. Se ha sugerido que las infecciones pueden ser el factor
ambiental desencadenante mas importante. Las infecciones no producen una rotura de la
tolerancia central, pero se ha sugerido diversos mecanismos por los que pueden romper la
tolerancia periférica:'?

-La similitud estructural entre los antigenos microbianos y autoantigenos (mimetismo molecular),
pueden dar lugar a reacciones cruzadas que dafien los antigenos propios. En este caso, los
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anticuerpos o linfocitos T reconocen, ademas de los antigenos del agente infeccioso, otros propios
del organismo de similar estructura

-Los linfocitos B capaces de reconocer el antigeno propio interaccionan con él cuando éste se
encuentra asociado a la bacteria que actua como “portadora”, y pueden recibir, entonces, ayuda
de los linfocitos Th.

-También se ha sugerido que la activacion policlonal por superantigenos microbianos de gran
cantidad de linfocitos T o B (algunos de ellos autorreactivos) puede ser un mecanismo de pérdida
de tolerancia.

-También pueden liberar autoantigenos secuestrados en sitios inmunoldgicamente privilegiados
mediante un traumatismo o una infeccion. Por ejemplo, el dafio de la barrera hematoencefélica
puede poner en contacto a los autoantigenos del sistema nervioso central con los linfocitos,
disparando la autoinmunidad.

-Pueden inducir la activacion inespecifica de los linfocitos T autorreactivos mediante citocinas
(efecto espectador) o la expresién de moléculas MHC de clase 11 y/o sefiales coestimuladores en
la célula presentadora de antigeno, que ahora activara especificamente a linfocitos T
autorreactivos a los que antes no podia activar.

En el desarrollo de muchas, si no en todas, de las patologias autoinmunitarias existe, ademas de
un componente ambiental (como las infecciones), un importante componente genético.
Sin embargo, estas enfermedades no se transmiten como enfermedades monogénicas clasicas. La
mayoria de las enfermedades autoinmunitarias son poligénicas, es decir existe numerosos genes
(en realidad cierto polimorfismos de estos genes) de susceptibilidad que actan conjuntamente
para producir una enfermedad determinada. Con frecuencia estos genes presentan interacciones
complejas, con penetracion baja e incompleta y patrones de herencia no mendeliana. Ademas,
algunos polimorfismos pueden tener un papel protector de la enfermedad. Estas variantes alélicas
son normales en la poblacidn y por si mismos no determinan si un individuo desarrollara o no la
enfermedad (s6lo incrementan o disminuyen el riesgo de padecerlas); solo cuando actdan
conjuntamente y ademas existe un factor ambiental (probablemente infeccioso) se desarrollara la
enfermedad. Existe, por lo tanto, una gran heterogeneidad genética entre los pacientes que
desarrollan una enfermedad autoinmunitaria, lo que se manifiesta como una gran variabilidad
fenotipica entre los diferentes pacientes que sufre una misma enfermedad.*?

Los genes que estdin mas fuertemente asociados a la mayoria de las enfermedades
autoinmunitarias son las de ciertas moléculas HLA, principalmente de clase Il, aunque también
existen asociaciones con clase I. Esta idea no es nada descabellada, puesto que no todas las
moléculas de HLA van a tener la misma capacidad para presentar péptidos derivados de
autoantigenos a los linfocitos T, ni van a ser igual de eficaces en el desarrollo de una respuesta
autoinmunitaria. Ademas de las moléculas HLA, otros factores genéticos, algunos no
relacionados directamente con el sistema inmunitario, como por ejemplo el sexo (suelen ser mas
frecuentes en hembras que en los varones), son importantes en el desarrollo de las enfermedades
autoinmunitarias.?

Predisposicion genética a desarrollar enfermedades asociadas al VEB.

Précticamente en todas las especies de vertebrados las moléculas del MHC presentan un elevado
polimorfismo. Este polimorfismo refleja una estrategia del sistema inmunitario para evitar la
evasion de los patdgenos del sistema inmunitario. Al poseer moléculas del MHC diferentes, los
individuos se enfrentan a los microbios de una manera diferente, habiendo en una determinada
poblacién individuos mas susceptibles y mas resistentes a una determinada enfermedad. La
repetida exposicién a determinados agentes patdégenos a lo largo de la evolucion puede
seleccionar aquellos individuos que expresen alelos de MHC mas adecuados para responder a la
infeccién. Asi por ejemplo el alelo HLA-B53 esta asociado con la resistencia a una forma letal de
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la malaria. Este alelo es muy frecuente en individuos de Africa donde abunda la malaria, pero no
es frecuente en los lugares donde la malaria no es endémica.?

Paraddjicamente, el VEB se ha adaptado al uso de moléculas MHC clase 1l como co-receptores
de entrada a través de su interaccion con gp42. Esta interaccidn es esencial para la infeccion del
VEB. Aunque la unién del gp42 al HLA involucra sélo a la cadena B fuera de la ranura peptidica
del heterodimero of, la union del gp42 también interfiere con la interaccion del HLA-DR con el
receptor de células T, inhibe la generacidn de células T citotdxicas e impide la presentacion del
antigeno. Por lo tanto, gp42 puede haber desarrollado maltiples funciones que inhiban la respuesta
inmune celular al virus.*

La infeccion primaria con VEB se demostr6 hace muchos afios como la principal causa de la
mononucleosis infecciosa (MI). Los sintomas de la M1 son causados por la respuesta inmune a la
infeccién. Aunque el VEB infecta principalmente las células B y puede causar su proliferacion,
el nimero excesivo de linfocitos observados, que son responsables de la mononucleosis, son en
su mayoria células T. La especificidad de estas células T se dirige en gran medida a las proteinas
del VEB producidas en las células B infectadas. Las citoquinas producidas durante la respuesta
inmune cadtica que ocurre en la MI producen la fiebre caracteristica, el malestar y otros sintomas
inflamatorios. La enfermedad disminuye a medida que la respuesta inmunitaria se ajusta, hasta
llegar a ser mas parecida a la de una persona infectada asintomaticamente. EI VEB persiste
durante toda la vida en el huésped gracias a que expresa una seria de proteinas que consiguen
inhibir la presentacion antigénica HLA-I1 y HLA-I para impedir el reconocimiento por parte del
sistema inmunitario. Sin embargo, alrededor del 30% de los adultos desarrollan M1 después de la
infeccién por VEB, mientras que la mayoria seroconvierten sin sintomas notables. Lo que nos
lleva a pensar en la existencia de una predisposicion genética a desarrollar Ml y otras
enfermedades asociadas a este virus.*

Los datos presentados por McAulay et al. muestran claramente una tendencia a relacionar ciertos
alelos HLA con la Ml e indican que la variacion genética en las respuestas de las células T influye
en el resultado de la infeccion primaria por VEB y el nivel de persistencia viral. Dado que la clase
I de HLA determina la eficacia de la presentacion de los péptidos virales a las células T, es facil
prever cOmo esta variacion genética podria afectar a la respuesta inmune contra la infeccion por
VEB. Una respuesta suboptima de las células T al virus durante la MI podria resultar en un nivel
mas alto de persistencia viral en las células B, aumentando asi la posibilidad de infeccion por
VEB de estas células y la supervivencia subsiguiente de células B anormales que tienen potencial
maligno. El hecho de que los mismos alelos HLA de clase | (marcadores HLA de clase | D6S510
y D6S265) que influyen en la frecuencia de la MI también se hayan relacionado con el
linfoma de Hodgkin (HL) asociado al VEB, sugiere una base genética para el aumento del riesgo
de HL VEB-positivo en aquellos individuos que han sufrido de M1.3

Una de las enfermedades autoinmunes que se relacionan con el VEB es la esclerosis multiple
(EM), una enfermedad desmielinizante e inflamatoria del sistema nervioso central que a menudo
conduce a la neurodegeneracion y a la discapacidad a largo plazo a pesar de las actuales
estrategias de tratamiento. Esta claro que el componente principal del riesgo genético esta
asociado con el locus HLA-DR pero sobre todo con el haplotipo DR15/DQ6 3%(subtipos de
DR2/DQ1). Varias lineas de evidencia relacionan la inmunidad especifica contra el VEB con el
riesgo de desarrollar esclerosis multiple. Tanto las respuestas seroldgicas como las de las células
T CD4 dirigidas contra EBNA-1 se han asociado con la esclerosis multiple. Se cree que los
linfocitos T autorreactivos podrian surgir como resultado de la reactividad cruzada con las
respuestas inmunitarias especificas contra EBNA-1. Varios grupos han demostrado una mayor
seroprevalencia del VEB en pacientes con EM en comparacién con los controles y se ha
demostrado ademas que la infeccion tardia (etapa adulta) por el VEB, en particular si se manifiesta
como mononucleosis infecciosa, aumenta el riesgo de EM de una persona.?
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Los titulos de anticuerpos IgG anti-EBNA-1 son otro factor de riesgo para la esclerosis multiple
(EM), independientemente del alelo DR15. Los portadores del alelo DR15 con titulos elevados
de anticuerpos anti-EBNA-1 pueden tener un riesgo notablemente mayor de desarrollar esclerosis
multiple.®’

Otras observaciones incluyen que las bandas oligoclonales del liquido cefalorraquideo que son
un sello distintivo de la EM pueden dirigirse especificamente a EBNA-1 y otro grupo ha
identificado adicionalmente la presencia de células B infectadas por VEB dentro de las lesiones
de EM de la materia blanca en todas las etapas de la enfermedad, aunque este resultado no se ha
replicado en otros estudios.®

Un estudio reciente también ha explorado el uso de la inmunoterapia adoptiva especifica al virus
Epstein-Barr para la esclerosis multiple progresiva, con resultados preliminares prometedores.
Estos efectos pueden explicarse por la muerte de células B infectadas por VEB en el SNC por las
células T CD8 " transferidas adoptivamente.

En resumen, aquellos pacientes con genes de moléculas MHC de clase | y Il susceptibles de
desarrollar enfermedades asociadas al VEB, tendran dificultades a la hora de combatir la infeccién
por este virus. Como la mayoria de estas enfermedades tienen numerosos polimorfismos de estos
genes de susceptibilidad, existe una gran heterogeneidad genética entre los pacientes que
desarrollan una de estas enfermedades, lo que se manifiesta como una gran variabilidad fenotipica
entre los diferentes pacientes que sufren una misma enfermedad.

EFECTO WARBURG

El sintoma predominante en fatiga crénica es el cansancio extremo prolongado o intermitente
presente en estos pacientes. En este cansancio extremo participa el efecto Warburg que hace
referencia al hecho de que las células infectadas por virus producen energia, principalmente en el
citosol, por un proceso de glucdlisis anaerdbica ain en condiciones adecuadas de oxigeno.

La expresion de un oncogén de VEB (expresado durante muchas formas de latencia) LMP-1,
induciria la expresién de HK2 (hexoquinasa 2). La hexoquinasa 2 es una enzima limitante de la
velocidad de la glucolisis que, gracias a su activacion, llevaria a un aumento de la misma y por
tanto produccién de lactato. Ademas, es capaz de aumentar la supervivencia de la célula
inhibiendo la apoptosis mediante su unién a la membrana externa mitocondrial, interactuando con
el canal idnico dependiente de voltaje (VDAC) para bloquear la liberacion del citocromo C y por
tanto la apoptosis dependiente de la caspasa 9. ¥

Sin embargo, la utilizacion de la glucdlisis como la principal via metabolica para la glucosa,
requiere un aumento de la captacion de glucosa extracelular (aumento de la expresion en la
superficie de GLUT1 )#%4 para que coincida con la mayor tasa metabdlica. Para impulsar la
captacion de glucosa, en estudios recientes referentes al comportamiento de células cancerosas,
se ha constatado la aparicion de un mecanismo por el cual estas células pueden aumentar el
consumo de ATP llevando, por tanto, a un descenso de las reservas de ATP como consecuencia.
Durante este proceso la glucosa se incorpora en vias de biosintesis (rutas de biosintesis de lipidos
y glicosilacion de proteinas) y no se destina para la produccion de ATP. Tanto en el cancer como
en las células con infeccidn latente, existe un metabolismo que no esta adaptado para soportar la
produccion de ATP, sino para su consumo. Es de destacar que uno de los sintomas que
tradicionalmente se ha asociado con un proceso tumoral es el sindrome constitucional, por lo que
la sensacion de falta de energia es un sintoma comdn en ambas patologias.

Para alterar el metabolismo de la glucosa la célula necesita la via de sefializacion de la
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), que se activa en muchos tipos de cancer y que se ha visto que
también en células con infeccion latente por VEB, tanto LMP1 como LMP2A pueden activar la
PI3K*243, Entre sus funciones esta la regulacion del crecimiento celular y la supervivencia. La
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AKT serina / treonina quinasa, importante efector de PI3K, promueve la captacion de glucosa y
aumenta la actividad de las enzimas glicoliticas.

El mecanismo mas importante provocado por la sefializacion de AKT es el aumento del efecto
Warburg. La activacion de Akt promueve la glicosilacion de proteinas en el reticulo
endoplasmético, lo que eleva el consumo de ATP y desinhibe una enzima limitante de la velocidad
en la glucolisis, que tendria que estar inhibida por una proporcién elevada del cociente ATP/AMP
y de esta forma no lo est4, aumentando de manera anémala el proceso de glucolisis. Este aumento
exagerado de glucélisis hace que se saturen los sistemas de manera que la célula utiliza ambos
para conseguir ATP, tanto la via aer6bica como la via anaerébica

Bajo condiciones aerdbicas normales, el piruvato generado por la glucdlisis se transporta a la
mitocondria, donde se convierte en acetil-CoA por el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH).
En condiciones anaerdébicas, cuando se inhibe la respiracion mitocondrial, el piruvato se acumula
en el citosol, lo que conduce a una mayor produccion y excrecion celular de lactato.

La actividad de la PDH esta controlada por quinasas PDKs que inhiben la actividad de la enzima
PDH por fosforilacién y las fosfatasas que catalizan la desfosforilacion. Se ha visto en el SFC
aumentos significativos de las quinasas inhibidoras PDK1, PDK2, y PDK44, mientras que PDK3
se mantuvo sin cambios. Estas enzimas se encuentran, entre otros lugares, en masculo esquelético,
corazén y cerebro. Las activaciones de las PDKs son directamente reguladas a través de un
aumento de los niveles de ATP, NADH vy acetil-coA. En cambio es inhibida por el ADP,
NAD+, CoA-SH y piruvato

El aumento inicial subito de piruvato por la glucélisis produce una inactivacion de las PDK y por
tanto deja a la PDH realizar su funcién y comenzar el ciclo de Krebs en la cadena mitocondrial
para generar ATP. No obstante, la velocidad del ciclo de Krebs esta limitada, por lo que el resto
de piruvato se consume por via anaerébica aumentando los niveles de lactato. Hasta ahora la
célula estd utilizando ambas vias para la produccién de ATP. El lactato generado puede ser
utilizado por las células musculares para utilizarlo como combustibles o por el higado a través del
ciclo de Cori y generar asi de nuevo glucosa.

Sin embargo, el aumento de lactato a nivel citosélico de las células infectadas activaria la proteina
HIF1A, cuya funcion en estado activo es inhibir a la ATPsintetasa, es decir interrumpe la
producciéon de ATP por la via oxidativa mitocondrial. Aunque la cadena transportadora de
electrones esté inhibida por la proteina HIF1, la célula puede seguir generando intermediarios del
ciclo de Krebs porque las otras enzimas no estan inhibidas. Por consecuencia, se produce un
aumento de citrato en la mitocondria con expulsion al citosol para generar acetil COA y que este
se integre en las vias de biosintesis de acidos grasos. Paralelamente el piruvato acumulado en el
citosol se consume a lactato para la generacion de ATP, ya que es la via mas rapida para la
obtencidn de energia y la Gnica en este caso porque la cadena transportadora esta inhibida. Cuando
se produjera una acumulacion de acetil coA (por la sintesis de acidos grasos) en el citosol, se
inhibiria la PDH via PDK y el piruvato se empezaria a acumular. De nuevo el piruvato elevado
activaria esta via y comenzaria el proceso. Se ha comprobado un aumento de las PDKs en
enfermos de SFC, por lo que esto podria ser la explicacion.

Para que se siga un continuo proceso de glucdlisis se necesita reponer NAD constantemente, este
puede ser repuesto por la via aerobica o la anaerdbica, en este caso seria la anaerdbica, porque ya
hemos dicho que la aerébica se ha inhibido, por tanto, NAD se consigue mediante la conversion
de piruvato a lactato por la lactato deshidrogenasa ya que se consume NADH durante la glucolisis.

Cuando el transporte de electrones mitocondrial disminuye por cualquier razén hay un menor
nimero de moléculas de oxigeno que se convierten en agua (H20) por la enzima citocromo c
oxidasa. Si la entrega capilar de oxigeno a la célula no se modifica, la concentracion de oxigeno
disuelto se eleva en la célula. Esto activa decenas de enzimas que son cinéticamente reguladas
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por la disponibilidad de oxigeno disuelto y pueden actuar como sensores de oxigeno. Alguna de
estas enzimas es la NADPH oxidasa (gen Nox4)* que aumentan los niveles de peréxido de
hidrégeno (H20,) para neutralizar el exceso de oxigeno (02). La reaccién seria:

NAD(P)H + 20; = NAD(P)* + 20, +H+

Ademas hay que sefialar que la enzima NADPH oxidasa que cataliza la reaccién de oxidacion del
NADPH a NADP, utiliza como cofactores calcio, FAD y el grupo hemo y en los estudios de
Naviux sobre los metabolitos en SFC se ha comprobado una reduccion del FAD.

Este O, es utilizado por la SOD (superdéxido dismutasa) para formar H20, que iria hacia el
peroxisoma y posteriormente seria neutralizado por la catalasa a H-O. Pero la catalasa tiene su
velocidad limitada por lo que el resto de H.O- tiene que ser utilizado por otra via, de manera que
el glutation, que normalmente esta en su forma reducida (GSH) se oxida por la enzima glutation
peroxidasa (GSSG).

2 Glutation(GSH) + H202 = Glutation disulfuro(GSSG) + 2 H20.

La ruta de las pentosas fosfato esta regulada por la concentracion de NADP en citosol. El aumento
subito del NADP por la NADPH oxidasa en respuesta al exceso de oxigeno, genera el inicio de
la ruta de las pentosas fosfato. Cuando se acumula NADPH junto con la produccion de niveles
elevados de acetil coA como consecuencia de la mayor captacion de glucosa, ambos suponen un
estimulo para la sintesis de acidos grasos.

PAPEL DE LOS PEROXISOMAS

Los peroxisomas tienen un papel clave tanto en la produccién como en la neutralizacion de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) junto con el metabolismo lipidico. Los peroxisomas generan
cantidades significativas de perdxido de hidrogeno a través de la accidn de varias oxidasas
peroxisomales (por ejemplo, sus oxidasas acil-CoA reductasa). Sin embargo, los peroxisomas
también contienen multiples enzimas antioxidantes como la catalasa, SOD, glutation peroxidasa,
epoxido hidrolasa, peroxirredoxina I... que contribuyen a la regulacion de los niveles de ROS
intracelulares y por tanto al estrés oxidativo*®

Se ha comprobado que en la infeccion latente por HVSK (VHH8) se genera un aumento de la
proliferacion de peroxisomas. Encontraron que el metabolismo de lipidos (sobre todo acidos
grasos de cadena muy larga) en el peroxisoma era necesario para la supervivencia de la infeccién
latente de este herpesvirus.*’

Esta proliferacion de peroxisomas es inducida por PPAR vy (receptor gamma activado por el factor
proliferador de peroxisomas). EI PPAR es activado tanto en células cancerosas como en
infecciones latentes por herpesvirus donde promueve un aumento de la oxidacién de acidos grasos
en los peroxisomas.*®*° En un estudio sobre el cancer de prostata demostraron que en las células
cancerosas se producia una sobre-activacion peroxisomal con aumento de la b-oxidacién
peroxisomal de acidos grasos de cadena ramificada®.

Todo esto nos indica que los peroxisomas tienen un papel en la supervivencia de células
cancerosas o con infecciones latentes. La beta-oxidacion peroxixomal producida en estas células
serviria para consumir parte los acidos grasos de cadena larga perjudiciales para ellas y asi
proporcionar como producto mas acetil CoA para ser utilizada de nuevo por la célula en la sintesis
de &cidos grasos. Durante este proceso no se produce energia en forma de ATP, sino que se disipa
en forma de calor.
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En el peroxisoma durante la beta-oxidacion de acidos grasos se forma FADH; que reduce el
oxigeno a H,0 para reutilizar el FAD con el fin de seguir la beta-oxidacion. Este H.0, al ser
dafiino se reduce en un segundo paso por las catalasas de los peroxisomas donde se formaria H20
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Figura 3: Comparacion de la p-oxidacion en mitocondrias y en peroxisomas/glioxisomas.®!

Ademas, estudios recientes han demostrado niveles reducidos de CoQ10, una disminucion del
potencial de membrana mitocondrial (por lo que no hay produccion de ATP mitocondrial), un
aumento de los niveles de superdxido mitocondrial, y un aumento de los niveles de peroxidacién
de lipidos en las células mononucleares en sangre de pacientes con fibromialgia.>?

FORMACION DE RADICALES LIBRES

El radical hidroxilo —OH tiene una vida media muy corta (1 nanosegundo) lo que le permite actuar
Unicamente en el lugar de su formacion o en su proximidad. Puede reaccionar sobre la estructura
del ADN. EI dafio biol6gico seria la reaccion en cadena conocida como peroxidacion lipidica o
lipoperoxidacion. Cuando este radical se genera cerca de membranas bioldgicas puede atacar los
acidos grasos de los fosfolipidos que las constituyen preferentemente los poliinsaturados como el
acido araquidonico. Se constituye una reaccidn en cadena en la que un OH puede dar lugar a que
cientos de moléculas de acidos grasos se conviertan en lipohidroperoxidos cuya acumulacion
desorganiza la funcion de membrana pudiendo incluso a incluso llegar a destruirla.>

La formacidn del radical hidroxilo depende de una reaccidn catalizada por iones de metales de
transicion (hierro y cobre) siendo los iones de hierro los promotores de radicales libres. Esta se
Ilama reaccion de Fenton donde el ion ferroso reacciona con el peréxido de hidrogeno dando lugar
a la formacion del radical hidroxilo que es muy reactivo e interactla rapidamente con ADN,
proteinas y lipidos.>

Fe?* + H,0, & Fe®**+ -OH+OH-" (Reaccion de Fenton)
La célula recibe de la sangre el hierro como ion férrico unido a la transferrina. EI complejo

formado por la transferina y el hierro es captado por receptores especificos de la superficie celular
siendo internalizado por endocitosis.
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El medio acido del endosoma libera el ion férrico de la transferrina que puede ser incorporado en
algunas proteinas o almacenado como ferritina. Mientras que el complejo transferrina-receptor es
reciclado a la superficie celular. El ion férrico, ademas de liberado de la transferrina, también
puede ser movilizado de la ferritina, constituyéndose el pool de hierro no unido a las proteinas
necesario para el dafio oxidativo y que puede ser retirado de la circulacion por quelantes del ion
férrico, tales como la desferroxamina. El ion férrico reacciona con el superéxido.*

Fe**+ O > Fe?* + O

Estas dos reacciones en su conjunto son conocidas como reaccién de Haber-Weiss. Siendo el
resultado neto de ambas representado asi:

02"+ H0; 2 -OH + OH + O,
Todas las reacciones que generan O2~ debido a la reaccion de la SOD también forman H20,.

Habiendo flujo continuo de Oy~ éste puede reaccionar con el peréxido de hidrégeno para generar
el -OH es por esto que es tan importante la accion de los antioxidantes.>®

MECANISMOS ANTIOXIDANTES: ENZIMAS Y VITAMINAS

Las enzimas antioxidantes primarias son la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT)
presente en los peroxisomas y la glutation peroxidasa (GSH-Px). La SOD cataliza la conversion
enzimatica del O, en H20,. La CAT elimina el H,0, (peréxido de hidrogeno). La GSH-Px
complementa la actividad de la catalasa en la metabolizacion del H20,, estando localizada
predominantemente en el citoplasma. Esta enzima presenta dos formas, una que requiere selenio
para su actividad y que utiliza como sustrato el peroxido de hidrégeno, y otra que no requiere
selenio y cataliza la degradacién de perd6xidos organicos, especialmente lipoperoxidos. La
reduccion de estos perdxidos estd acoplada a la oxidacion del glutation reducido (GSH),
generando glutation oxidado (GSSG). EI mecanismo de regeneracion del GSH a partir del GSSG,
se realiza por la accién de la enzima glutation reductasa que requiere para su actividad la coenzima
NADPH. La provision de NADPH se realiza por el metabolismo de la glucosa a través del ciclo
de las pentosas.>

El glutation reducido es también importante para mantener un pool de &cido ascorbico (vitamina
C) reducido utilizado para suprimir radicales libres. Los peroxidos también pueden ser
eliminados, aunque en un grado menor, por la accién de la enzima glutation S-transferasa, dado
que los compuestos conjugados con glutation son metabdlicamente inactivos, siendo excretados.
Cuando hay un déficit de GSH-Px la actividad de la glutation-S-transferasa aumenta como un
posible mecanismo compensatorio.®®

La vitamina E es uno de los antioxidantes mas importantes, sobretodo la forma alfa-tocoferol,
presente en las membranas celulares y en la LDL (lipoproteina de baja densidad). Su importancia
radica en el hecho que es capaz de prevenir la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados
por la presencia en su estructura de un grupo -OH (alfa-tocoferol-OH) cuyo hidrégeno es
facilmente separable de la molécula.

Durante la peroxidacion se generan radicales peroxilo y alcoxilo que se combinan
preferentemente con el alfa-tocoferol en lugar de hacerlo con el acido graso adyacente,
terminando la reaccion en cadena. El alfa-tocoferol-O- (tocoferol radical) que se forma, es muy
poco reactivo, siendo incapaz de atacar las cadenas laterales de los acidos grasos adyacentes.
Puede migrar hacia la superficie de la membrana y ser convertido nuevamente en alfa-tocoferol
por medio de una reaccion con el &cido ascérbico. Es probable que el glutatién reducido también
esté involucrado en la regeneracion del alfa-tocoferol a partir de su radical. Por otra parte, la
vitamina C es un buen eliminador de oxidantes tales como el H.0,, O," y -OH. Se trata de una
vitamina hidrosoluble por lo que se encuentra en el citosol y en los fluidos extracelulares donde
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es oxidado por diversos oxidantes a dehidroascorbato que protege las particulas lipidicas y las
membranas de una oxidacion potencial. El dehidroascorbato es reducido nuevamente a ascorbato
en una reaccion en que interviene el glutation reducido.®® Ademas, la forma reducida de la
coenzima Q, el ubiquinol 10, es muy efectivo como eliminador de radicales peroxilo lipidico y
pudiendo funcionar también como regenerador de la vitamina E oxidada.** El acido Grico también
puede eliminar radicales libres, siendo un estabilizador del ascorbato. También la glucosa y el
piruvato pueden eliminar radicales -OH, y segun algunos estudios, la coenzima NADPH vy la
carnitina también pueden reducir el estrés oxidativo.>® De esta manera podriamos constituir como
marcadores del marcado estrés oxidativo una disminucién de vitamina C, vitamina E, Q10 y
carnitina sérica. De hecho, en el VIH se ha podido visualizar una disminucion de los niveles de
carnitina® y una posible via terapéutica asociando retrovirales con carnitina obteniendo mejores
recuentos CD4.

PAPEL DE LA CISTEINA Y GLUTAMINA

Se han encontrado bajos niveles de cisteina y glutamina en pacientes con sepsis, cirugia mayor,
cancer de higado, Crohn, colitis ulcerosa y sindrome de fatiga crénica. Tanto en la sepsis, cirugia
mayor, VIH... se puede observar una produccion elevada de urea con balance de nitrogeno
negativo, bajos niveles de cisteina y glutamina, con elevacion de los niveles de glutamato y
perdida de la masa muscular esquelética. Esto ocurre también en los deportistas de alto
rendimiento. Hay estudios que muestran en atletas de alto rendimiento niveles anormalmente
bajos de glutamina, niveles altos de produccion de urea, deterioro de las funciones inmunoldgicas,
y una mayor incidencia de infecciones oportunistas.®

Mientras que la pérdida de peso en la inanicion afecta practicamente a todos los 6rganos
incluyendo corazén, bazo e higado se ha demostrado que la caquexia presente en el cancer y
sepsis afecta principalmente al tejido muscular esquelético para ahorrar en corazén, bazo e
higado.

Dado el elevado consumo de glucosa en las células con efecto Warburg la glucemia sanguinea se
ve disminuida. Esto resulta un estimulo para el glucagén y el higado comienza a realizar
glucogenolisis y gluconeogénesis a partir de lactato, aminoacidos como alanina y glutamina
presentes en los masculos y a partir del glicerol, resultado de los triglicéridos del tejido adiposo.

Los triglicéridos en el tejido adiposo se degradan por una lipasa a acidos grasos y glicerol. Los
acidos grasos tienen que ser transportados por la albumina y el glicerol va al higado para realizar
la gluconeogenesis. El glicerol se fosforila y oxida a dihidroxiacetona fosfato y se isomeriza a
gliceraldehido 3 fosfato, intermediario de la via gluconeogenica. El &cido graso en el citosol se
activa por la acil-CoA sintetasa + ATP y se forma acil-CoA y AMP. Los acidos grasos pequefios
pueden pasar a la mitocondria directamente, pero los largos necesitan la carnitina. EI grupo acilo
se transfiere a la carnitina formano acilcarnitina (catalizada por carnitina aciltrasnferasa 1) que
estd en la membrana externa mitocondrial. La acilcarnitina transfiere el acil a un coA en una
reaccion catalizada por carnitina aciltrasnferasa Il y la translocasa devuelve la carnitina a la
citosoélica intercambiandola por otra acil-Carnitina. Se produce la betaoxidacion en la mitocondria
y este ATP se utiliza para la gluconeogénesis.

El musculo puede degradar proteinas para conseguir combustible. Los grupos NH4 procedentes
de su degradacion, gracias a las aminotransferasas se transforman en glutamato. El glutamato
transfiere su grupo amino al piruvato, procedente de la gluc6lisis, para formar alanina y restaurar
el alfa-cetoglutarato gracias a la alanino aminotransferasa. La formacién de alanina sirve para
transportar grupos amino de forma no toxica en sangre hasta el higado, este es el llamado ciclo
de la glucosa-alanina.
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Figura 4: Transaminacion catalizada enzimaticamente. En las reacciones de muchas
aminotransferasas el alfa-cetoglutarato es el aceptor del grupo amino.5!

Otra opcién para el transporte de grupos aminos seria la formacion de glutamina a partir de
glutamato por la glutamina sintetasa. Tanto la glutamina (esta glutamina parte podria ser captada
por las células infectadas o cancerosas para reponer los intermediarios de su ciclo de Krebs) como
la alanina pasan al torrente sanguineo hasta ser captadas por el higado. Una vez entrada la alanina
en el higado pasa su grupo amino a un alfa-cetoglutarato por la alanina aminotransferasa, para
formar piruvato y glutamato. Este piruvato en el higado se utiliza para producir
glucosa(gluconeogénesis).

=)
s <

v

N o . NH,"
“Glucose ——»- Pyruvate Yy -
Y glycolysis ¥ Glutamate

alanine
aminotransferase

Alanine @-Ketoglutarate

Blood Blood
glucose alanine
Alanine

arKetoglutarate
alanine
aminotransferase

. Glucose Pyruvateﬁl.u‘tamate

i gluconeo- o

3 i

r‘ genesis NH,*

Y urea cycle
Liver Urea

>

Figura 5: Ciclo de la glucosa-alanina. La alanina actia como transportador de amoniaco y del
esqueleto carbonado del piruvato desde el musculo esquelético al higado. EI amoniaco se excreta y el
piruvato se utiliza para producir glucosa que vuelve al musculo. 5!
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En las mitocondrias la enzima glutamato deshidrogensa libera amoniaco y alfa cetoglutarato
(empleado en el ciclo de &cido citrico/ gluconeogénesis) a partir de glutamato. EI amoniaco
pasaria al ciclo de la urea.
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Figura 6: Reaccion cataliza por la glutamato deshidrogenasa. 5!

La glutamina seria degradada a glutamato por la glutaminasa en las mitocondrias del hepatocito,
liberando amoniaco que iria al ciclo de la urea también.

Esto podria explicar por qué en los enfermos de SFC con elevada severidad presentan elevados
niveles de glutamato y produccion de urea junto con bajos niveles de glutamina y destruccion de
masa muscular.

La disminucion de los niveles de cisteina se podria justificar por el elevado estrés oxidativo de
las células infectadas, ya que este aminoéacido es el limitante de la velocidad para generar
glutation. Como en las células con efecto warburg esta aumentada la produccion de ROS, se
necesita constantemente la formacion de glutation. Para introducir desde el plasma hasta la célula
se necesita un transportador especifico (Xc).5"* Teniendo en cuenta el bajo contenido en cistina
en el interior de las células, la direccion fisiol6gica de este intercambio consiste en la salida de
glutamato para favorecer la entrada de cistina, que es rapidamente reducida a cisteina. Este
aumento de glutamato a nivel sérico podria reutilizarse en el higado intercambiandose de nuevo
por cisteina y utilizarlo para la formacién de NAG (n-acetil glutamato) a partir de glutamato y
coA por la NAG sintasa. NAG es un cofactor esencial para la activacion de carbamoil fosfato
sintasa y por tanto de la ureagénesis hepatica. Paralelamente las células infectadas captan
glutamina para restaurar el glutamato perdido en el intercambio.

CUERPOS CETONICOS

El acetil-CoA formado en la oxidacion de los acidos grasos s6lo entra en el ciclo del &cido citrico
si la degradacion de las grasas y los carbohidratos estan adecuadamente equilibradas. La entrada
en el ciclo del acetil-CoA depende de la disponibilidad del oxalacetato, que estard disminuida si
no hay carbohidratos o estos no se utilizan adecuadamente (si no hay piruvato suficiente generado
por la glucdlisis, no se puede generar oxalacetato mediante la piruvato carboxilasa). En
situaciones de inanicion o diabetes, el oxalacetato se consume en formacién de glucosa
(gluconeogénesis) y por tanto no esta disponible para condensar con acetil-CoA. En estas
condiciones el exceso de acetil-CoA se desvia para formar acetacetato y D-3-hidroxibutirato.
Acetacetato y 3-hidroxibutirato son combustibles normales en el metabolismo aerébico. El
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cerebro se adapta en condiciones de ayuno o diabetes al uso de acetacetato como combustible. En
ayuno prolongado, acetacetato puede llegar a aportar el 75% del aporte de las necesidades
energéticas del cerebro.

Durante el ayuno prolongado o en este caso por consumo de la glucosa por las células infectadas,
se produce un cambio en la utilizacion de los combustibles. Los tejidos usan menos glucosa que
durante un ayuno corto y utilizan predominantemente combustibles derivados de la
metabolizacién de los TAG del tejido adiposo (es decir, cidos grasos y cuerpos cetonicos). En
consecuencia, la glucemia no cae drasticamente y los pacientes de SFC presentan caquexia con
pérdida de masa muscular y de grasas.

VEB ALTERA EL SISTEMA SEROTONINERGICO VIA INTESTINAL

La serotonina tiene un papel importante en la regulacion digestiva. Sabemos que el 95% de la
serotonina total del cuerpo se genera en las células enterocromafines (EC) del epitelio intestinal.
La secretan tanto a la luz intestinal como al liquido intersticial en respuesta a estimulos mecéanicos
y quimicos, como el aumento de la presion intraluminal, los cambios de osmolaridad y los
cambios de acidez luminal. Estos cambios son controlados por una serie de receptores, los cuales
pueden ser estimulantes como los b-adrenérgicos, muscarinicos, nicotinicos y el 5-HT3, o
inhibidores como los alfa2 adrenérgicos, el gamma aminobutirato, histaminérgicos H3, receptores
del VIP, de la somastostatina y el 5-HT4.%°

Los enterocitos son los encargados de la recaptacidn de serotonina mediante la expresién del
transportador de serotonina (SERT). La metabolizacion de la serotonina ocurre a nivel
intracelular, principalmente por la actividad de la enzima monoamino oxidasa (MAQO) que
produce una desaminacion oxidativa, dando lugar a la formacion de un producto intermediario,
el 5-hidroxi-indolacetaldehido, el cual posteriormente es oxidado por un aldehido deshidrogenasa
para formar el &cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Cuando este sistema se satura, el producto
intermedio se reduce en el higado, produciendo 5-hidroxitriptofol. Asimismo, en el sistema
digestivo la serotonina también puede ser catabolizada por la glucoronil transferasa y otras
enzimas intracelulares, al igual que la MAO y la aldehido-deshidrogenasa.>®

La Idmina propia de la mucosa intestinal es rica en mastocitos. Los mastocitos murinos son
capaces de sintetizar y liberar 5-HT, pero en condiciones normales los mastocitos en la mucosa
intestinal de seres humanos no parecen sintetizar 5-HT. Por otro lado, existen evidencias de que
los mastocitos entéricos humanos expresan TPH (triptéfano hidroxilasa). Es posible que los
mastocitos humanos sinteticen y liberen 5-HT en condiciones patoldgicas, 1o que contribuye a
condiciones tales como hipersensibilidad.®

No todas las células que contienen serotonina la sintetizan. Tal es el caso de las plaquetas, las
cuales acumulan el 8% del total, captandola del plasma a través del transportador de serotonina
(SERT), proceso en el cual el calcio intracelular parece jugar un papel regulador.*

Las plaquetas que captan la serotonina que no ha sido recogida por las células del epitelio a nivel
intestinal pueden promover la hemostasia, influir en el desarrollo 6seo y contribuir a la
inflamacién alérgica de las vias respiratorias.®® Puede que esta acumulacién de serotonina en las
plaquetas aumente su volumen, ya que existe un aumento del volumen medio de las plaquetas en
pacientes con trastorno de panico por el almacenamiento de serotonina en ellas.5* Aunque
posteriormente hablaremos mejor sobre el comportamiento de las plaguetas durante la patologia
que describimos.

Existen evidencias de la alteracion del sistema serotoninérgico intestinal y la disfuncion
gastrointestinal en patologias como el Sindrome del Intestino Irritable y la enfermedad
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inflamatoria intestinal cronica®. También se ha observado que el Sindrome del Intestino Irritable
(SI) con predominancia de diarrea, cursa con aumento en la concentracion de serotonina,
posiblemente por alteracion en la funcionalidad del transportador de serotonina.®3%

Por otro lado, numerosas evidencias indican que la serotonina juega un papel clave en la
inflamacion intestinal crénica de pacientes con enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o con
historial de diverticulitis. Asi se han asociado estos procesos con un incremento en el nimero de
células enterocromafines®% y la disminucion en la transcripcion del gen del transportador de
serotonina, provocando ambas alteraciones un aumento en la disponibilidad de 5-HT en la mucosa
intestinal. 596566

En el intestino se conocen las consecuencias fisiopatoldgicas de la excesiva liberacion de 5-HT,
incluyendo la diarrea inducida por la toxina del célera "8, las nduseas y los vomitos. De hecho,
también se ha relacionado la concentracion elevada de serotonina en el Sindrome del Intestino
Irritable con predominancia de diarrea. Una de las causas de tal incremento en la concentracion
de serotonina es la alteracion en la funcionalidad del transportador. 5%63

Por lo tanto, la serotonina circulante se estudia a menudo en los trastornos gastrointestinales como
un reflejo de la disponibilidad de 5-HT en la mucosa.®° Los niveles de 5-HT postprandiales estan
elevados en muestras de plasma pobres en plaquetas obtenidas de pacientes con SlI-D (Sindrome
de Intestino Irritable con predominio de diarrea)®®’® o SII post-infecciosas, pero se ha informado
de que los niveles de 5-HT estan reducidos™ o sin cambios™ en el SII-C (con estrefiimiento). En
contraste, los niveles de 5-HT en plaquetas se reducen en SlI-D 7%, pero se duplican en
comparacion con controles sanos en pacientes con SII-C.”* En conjunto, estos resultados son
consistentes en la existencia de una disminucidn en la captacion de 5-HT por el epitelio intestinal
en ambas formas de SllI, ya que parece que mas 5-HT esta terminando en la circulacion después
de la ingestion de alimentos (sobre todo hidratos de carbono). La capacidad de detectar los
elevados niveles postprandiales de 5-HT en plasma pobre en plaguetas en el SII-D pero no en SlI-
C, puede reflejar diferencias en la funcion de SERT en las plaquetas en estos trastornos. La
captacion de 5-HT por las plaquetas parece estar alterada en individuos con SII-D. 72737 Esto
podria explicar los niveles elevados de 5-HT postprandiales en muestras de plasma pobre en
plaquetas de pacientes con SlI-D, ya que tanto las plaquetas como los enterocitos expresan
TLR3.757 Este receptor al ser activado por infecciones virales como el VEB, provoca una
disminucion de la actividad de SERT disminuyendo asi la recaptacién de serotonina por ambas
células.”™

En el estrefiimiento crdnico, la expresion de SERT no se altera 7, pero el contenido de 5-HT, el
nimero de células enterocromafines (EC), y la liberacion de 5-HT se incrementan.”” 7

El epitelio intestinal, ademas de desarrollar actividad digestiva y absortiva, constituye una barrera
anatdmica e inmunoldgica entre la luz y el compartimento interno intestinal. Este epitelio esta en
intimo contacto con una gran variedad de microorganismos comensales y con los productos de la
digestion de la ingesta. Ambos suponen una amenaza para la estabilidad inmunoldgica del
intestino.>®

Tres son los mecanismos implicados en la estabilidad del epitelio en su papel de barrera
intestinal:>®

1. El sistema inmune innato, que es la primera linea de defensa frente a la microflora
residente intestinal 0 a patdgenos invasores luminales. Los receptores TLR se encuentran
localizados en células mononucleares, dendriticas, macrofagos, asi como en diferentes
células epiteliales y suponen un mecanismo importante en la inmunidad innata del
epitelio intestinal.
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2. Labarrera transepitelial en el que el epitelio de la mucosa es la primera linea de defensa
fisica contra las agresiones luminales. La integridad de esta barrera epitelial es mantenida
mediante moléculas de adhesién y de union intercelular que permiten establecer la
polaridad epitelial.

3. El sistema inmune intestinal adaptativo que se pone en marcha cuando se rompe el
equilibrio entre la estimulacién de origen antigénico o de tipo patégeno y la actividad
inmune innata intestinal.

La alteracién de cualquiera de estos tres sistemas, es decir, una inapropiada regulacion del sistema
inmune innato, un aumento de la permeabilidad epitelial o una regulacién defectuosa del sistema
inmune adaptativo, supone un riesgo para desarrollar una patologia inflamatoria en la mucosa
intestinal.>®

Demostraron que el aumento extracelular de factores liberados en la inflamacion, inhibe la
actividad del transportador de serotonina. Dado que el transportador internaliza la serotonina, los
resultados indicaron que estos mismos factores inflamatorios incrementan la disponibilidad
extracelular de serotonina, la cual podria intentar paliar o contribuir a la situacion inflamatoria.>®

Concluyeron que mediante la activacion de diversos receptores tipo toll se reducia la actividad
del transportador de serotonina. Observaron que TLR3 era activado por ARN de doble cadena de
origen virico, TLR4 por el lipopolisacarido de bacterias gram negativas y TLR5 era activado por
la proteina flagelina de microorganismos flagelados presentes en el intestino como la Salmonella
y la Escherichia Coli.® EI VEB activaria TLR3 produciendo un aumento en la inflamacion de la
mucosa que conduciria a un aumento de la permeabilidad de bacterias gram negativas que
activarian también TLRA4.

Por lo tanto, la reduccion de la actividad del transportador de serotonina y de su expresion en la
mucosa intestinal lleva a un aumento de la disponibilidad de 5-HT a nivel local.5°%°

Al igual que ocurria en la infeccion de HBMEC por el VEB, la infeccion de las células epiteliales
de la mucosa intestinal por este virus conduce a la ruptura de las uniones estrechas de la barrera
intestinal, logrando el paso de bacterias y otras sustancias. A la vez, el VEB logra infectar células
plasméticas de la mucosa. Por tanto, las células B con infeccion latente por VEB liberan EBERSs.
Se comprobd que la liberacion de EBER1 de las células infectadas por VEB induce a la activacion
de la sefializacion del TLR3, dando como resultado la induccion de IFN de tipo | y citoguinas
proinflamatorias. EBERL circulante puede inducir la activacion de las células dendriticas y la
posterior activacion de las células T, conduciendo a la produccién sistémica de citocinas
proinflamatorias. Dado que las células T CD8 "y células NK expresan TLR3, serian activadas
por estas sefiales procedentes de EBER1.%! Pero los miARNs de VEB inhibirian a su vez la
respuesta de los linfocitos CD8 y la activacion de linfocitos CD4, por lo que solo habria un
aumento de citoquinas proinflamatorias sin reconocimiento inmunoldégico de las células
infectadas.
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Figura 7: Esquema de la implicacién del sistema serotoninérgico intestinal en las patologias
inflamatorias intestinales. 5-HT liberada por las células enterocromafines puede actuar sobre una gran
variedad de tejidos y células que expresan algun subtipo de receptor para la 5-HT. Entre ellos se
encuentran macréfagos, células dendriticas y linfocitos, que activaran la produccion de citocinas
proinflamatorias, afectando al sistema inmune para activar un proceso inflamatorio. SERT, como
regulador de la disponibilidad extracelular de 5-HT, es regulado negativamente por la activacion de
diferentes TLRs y diversas citocinas proinflamatorias, mientras que citocinas antiinflamatorias, como
IL-10, aumentaran su actividad. De esta manera, los niveles extracelulares de 5-HT podran aumentar
o disminuir durante un proceso en funcién de los sistemas intermedios activados, siendo asi SERT
esencial en el inicio, desarrollo y mantenimiento del proceso inflamatorio. ™

CONSECUENCIAS DEL EXCESO EXTRACELULAR DE SEROTONINA

Nos centraremos primero en el efecto de la serotonina sobre el sistema gastrointestinal, ya que es
donde se produce su acumulacion como consecuencia de la infeccion por VEB. Y posteriormente
como afectaria el exceso extracelular de serotonina, debido a la patologia intestinal, al resto del
organismao.

A nivel periférico 5-HT participa en procesos fisioldgicos entre los que se incluyen: hemostasia,
regulacion del sistema cardiovascular, control de la motilidad, secrecion y absorcion epitelial
intestinal.

ACTIVACION DE RECEPTORES DE SEROTONINA

Este aumento de serotonina en el tracto gastrointestinal provoca respuestas fisioldgicas relevantes
por la presencia de varios subtipos de receptores, en diversas clases de neuronas mientéricas,
células musculares lisas y células epiteliales.*

Los subtipos de receptores de serotonina 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, y 5-HT7 son conocidos
por afectar la funcion motora intestinal. El receptor 5-HT1A estd expresado en neuronas de los
plexos mientérico, submucoso y células enterocromafines. Produce una rapida disminucién de la
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amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios. Por otro lado, para los 5-HT1B, 5-HT1D
y 5-HT2A se ha demostrado que estimulan o inhiben la contraccion del musculo liso dependiendo
de la porcion del tubo digestivo y de la especie en referencia.

Sin embargo, este tipo de receptor puede cumplir con otras funciones en humanos como es la de
mediar la contraccion del musculo liso longitudinal. Asimismo, los receptores 5-HT2 parecen
estar involucrados en la regulacion de la absorcion intestinal de nutrientes.®® Ademas, la
serotonina se sabe que es proinflamatoria, actuando a través de los receptores 5-HT2A para
aumentar la extravasacion de linfocitos T y eosindfilos, pudiendo activar también mastocitos.”

Los receptores 5-HT3 y 5-HT4, al ser estimulados tanto central como periféricamente, promueven
el vomito, el vaciamiento gastrico, secrecion de electrolitos, secrecidn de serotonina en células
enterocromafines, contraccion y/o relajacion de la musculatura lisa y modulan la absorcion de
aminoécidos a nivel intestinal.® El receptor 5-HT3 parece intimamente involucrado en la
sefializacion del sistema intestinal-cerebro, particularmente a través de la via aferente (sensorial)
del nervio vago. También esta implicado en la hipersensibilidad visceral .

Con respecto al receptor 5-HT7, su activacion produce relajacion en ileon y colon y también se
ha postulado que su sobrestimulacién puede llevar a la acomodacion exagerada del musculo liso
circular del colon con aumento del volumen, sintoma comUn en muchos trastornos funcionales
intestinales.>®

Resultados recientes, han mostrado que tanto 5-HT1A como 5-HT7 se expresan en células
epiteliales intestinales y modulan la actividad del transportador de serotonina.*

TRACTO GASTROINTESTINAL

La secrecidn de serotonina ocurre tanto en direccion a las porciones mas internas de la pared del
tracto intestinal (la lamina propia), como hacia la luz intestinal.*

Si la secrecion de serotonina es en direccién a la lAmina propia, se puede unir a receptores en los
axones de las neuronas aferentes primarias intrinsecas submucosales que inervan el epitelio
secretorio y son las encargadas de iniciar los reflejos secretorios y peristalticos, y/o puede unirse
a sus receptores en las neuronas aferentes primarias intrinsecas mientéricas y participar en la
regulacidn de la peristalsis a través del inicio de las contracciones migratorias .Ademas, también
se ha demostrado que la serotonina regula la actividad de las células intersticiales de Cajal, con
la correspondiente regulacion de la actividad eléctrica del musculo liso.5®

Por otra parte, las neuronas aferentes extrinsecas son activadas directamente por la serotonina
liberada de las células enterocromafines e indirectamente por las neuronas aferentes primarias
intrinsecas, llevando la informacion del tracto intestinal al sistema nervioso central a través del
nervio vago.*® Es decir, la inervacion parasimpatica en el estdmago, el intestino delgado y el colon
proximal es proporcionada por el nervio vago. Un nervio mixto, que contiene fibras tanto
sensoriales como motoras. Contiene aproximadamente 70-80% de fibras sensoriales que
transducen eventos fisioldgicos en el tracto Gl y los transmite al SNC.% Esta informacion esta
relacionada con la sensibilidad al contenido luminal. La presencia de hidratos de carbono y
estimulos hiperosméticos, inducen fuertemente la liberacion de 5-HT.%®

La liberacion de EBER por parte de las células plasméticas que contienen VEB latente a nivel de
la mucosa intestinal, activan TLR3 provocando una disminucion de la actividad del transportador
de serotonina, que lleva a una acumulacion de este nerurotransmisor. Segin lo descrito
anteriormente la presencia de hidratos de carbonos en el lumen incrementaria alin mas su
secrecion y como consecuencia su acumulacion junto con una mayor sintomatologia.
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Igualmente, el nervio vago media la inhibicidn del vaciamiento gastrico y las respuestas motoras
duodenales, por lo que se relaciona con la ndusea y el vomitd. Asi como también con la
conduccién de sefiales que conllevan a las percepciones de incomodidad y dolor en el tracto
gastrointestinal, proceso llevado a cabo por via aferente espinal.>®

En el intestino se ha visto que la serotonina regula la proliferacion de las células epiteliales e
inhibe la absorcion intestinal de monosacéridos y aminoacidos.>®

A nivel estomacal también existen receptores 5-HT donde un aumento de serotonina inhibe la
secrecion acida. Disminuye la liberacion de gastrina por parte de las células G y de HCL (acido
clorhidrico) como consecuencia.®#2

En los trastornos inflamatorios intestinales también se puede dar el caso de hiposecrecion gastrica
con hipergastrinemia debido a una gastritis atrdfica tipo A mediante la destruccion autoinmune
de las células parietales por autoanticuerpos.

En los dos casos hay una hiposecrecidén gastrica que es una de las causas de aparicién de
sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado (SIBO).8% Y si afiadimos cambios en la
motilidad intestinal junto con las alteraciones inmunolégicas por la infeccion del VEB aumentaria
aun mas la probabilidad de padecer SIBO.

La alteracion del sistema serotoninérgico también ocurre en los pacientes con autismo, ya que se
ha observado que tienen elevados niveles de serotonina debido a la alteracion del transportador
de serotonina (SERT).%

Los pacientes autistas, al igual que en las patologias digestivas descritas en este trabajo, tienen
alterado el revestimiento de la mucosa intestinal con una disminucion de la actividad de las
enzimas digestivas de carbohidratos y de proteinas grandes tales como el gluten, la gliadina y la
caseina conduciendo a una malabsorcion de estas, que pueden causar inflamacion y que se cree
que actlan como neuropéptidos. Por lo tanto, los péptidos derivados del gluten y la caseina no
se convierten en aminoacidos. EI aumento de la permeabilidad intestinal permite entonces que
estos péptidos se filtren en el torrente sanguineo, donde circulan y eventualmente cruzan la
barrera hematoencefalica, lo que podria conducir a la inflamacién y a la alteracién de las
funciones neuroldgicas. Los neuropéptidos tienen efectos adversos sobre la atencion, la
maduracion cerebral, las interacciones sociales y el aprendizaje en estos pacientes.6:87

Lau et al. realizaron un estudio cuyo objetivo era evaluar la reactividad inmune al gluten en
pacientes pediatricos diagnosticados con autismo respecto a controles sanos de la misma edad.
Los nifios con autismo tenian niveles significativamente mas altos de anticuerpos 1gG a la gliadina
en comparacion con los controles sanos, pero no alcanzaron significacion estadistica. No hubo
diferencias en la respuesta de IgA a la gliadina en todos los grupos. Los niveles de marcadores
seroldgicos especificos de la enfermedad celiaca, es decir, los anticuerpos contra gliadina
desamidada y TG2, no difirieron entre pacientes y controles. No se observd una asociacion entre
el aumento del anticuerpo anti-gliadina y la presencia de HLA-DQ2 y / 0 -DQ8. En conclusion,
un subconjunto de nifios con autismo mostré una mayor reactividad inmune al gluten, cuyo
mecanismo parece ser distinto del de la enfermedad celiaca. ElI aumento de la respuesta de
anticuerpos anti-gliadina y su asociacién con los sintomas gastrointestinales apunta a un
mecanismo potencial que implica alteraciones de la permeabilidad inmunoldgica y / o intestinal
en los nifios afectados.®®

Este aumento de la permeabilidad intestinal resultante del dafio a la barrera epitelial intestinal en
personas con autismo puede ser responsable de una mayor exposicidon del sistema inmune a
fragmentos de gluten parcialmente digeridos, lo que da como resultado el aumento detectado en
la respuesta de anticuerpos.®
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Otro estudio mostr6 que los titulos elevados especificos de 1gG de caseina y gliadina resultaron
mas frecuentes entre los pacientes con trastorno del espectro autista (TEA) con dieta regular que
con los controles con dieta libre de caseina y gluten. Estos hallazgos confirman articulos previos
sobre el aumento de la reactividad hacia las proteinas de la leche (caseina). Se encontrd un
aumento de titulos especificos de 1gG de gliadina en pacientes autistas que podria explicarse en
parte por el aumento significativo de AGA-IgG (anticuerpos antigliadina 19G) y DPG-IgG
(anticuerpos frente al péptido desamidado de la gliadina Ig G). Ademas, el hecho de que los titulos
de AGA-1gA y DPG-IgA fueran similares en TEA y los controles, indica que la respuesta inmune
de la superficie de la mucosa posiblemente no estaba involucrada. Por lo que no es considerado
enfermedad celiaca ya que no estan elevados estos IgA pero si existe una reaccion contra estas
proteinas debido a los titulos elevados AGA-IgG debido al aumento de la permeabilidad
intestinal.®

Debido al dafio que se produce en la mucosa intestinal se reduce la capacidad absortiva y/o
disminuye la expresion de lactasa, ademas de un posible incremento significativo del transito
yeyunal. Estamos ante una hipolactasia secundaria a la infeccion del VEB. Cuando esta
disminuida la actividad de la lactasa, la lactosa llega sin hidrolizar al colon, donde es fermentada
por la flora intestinal con la consecuente produccion de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) y
gas, fundamentalmente hidrégeno (H2), diéxido de carbono (CO2) y metano (CH4). Asi, la
lactosa no digerida que accede al intestino grueso puede dar lugar a diarrea osmética y los
productos de su digestion bacteriana a una diarrea secretora y gas. Pero este tipo de intolerancia,
que se da también en cualquier enfermedad del intestino delgado como la enfermedad celiaca,
Crohn... esreversible siempre y cuando se repare la mucosa. (Lo mismo ocurre con la intolerancia
a la fructosa en presencia de enteropatias).*

Intestino Delgado

- Enteropatia VIH

- Enfermedad de Crohn

- Enteritis regional

- Espre tropical y celiaco
- Enfermedad de Whipple
- Gastroenteritis severa

Multisistémica

- Sindrome carcinoide

- Deficiencias inmunes

- Fibrosis quistica

- Gastropatia diabética

- Kwashiorkor

- Sindrome de Zollinger-Ellison

latrogena
- Post-quimioterapia
- Enteritis rédica

Figura 8: Causas de la hipolactasia secundaria.®

La fermentacidn bacteriana en el colon de azlcares no absorbidos como fructosa y/o sorbitol
genera acidos grasos de cadena corta AGCC (acetato, propionato, y butirato), gases (hidrégeno,
dioxido de carbono y metano) y una carga osmética en la luz intestinal. Al igual que la
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disminucidn de la lactasa, por la inflamacidn provocada por la infeccion (esto seria también una
malabsorcion secundaria). Este tipo de malabsorcion no esté codificada genéticamente y se debe
a la presencia de una enfermedad intestinal que dafia la mucosa intestinal de forma transitoria,
aunque también puede ser permanente. Es comun en las gastroenteritis, sobrecrecimiento
bacteriano, enfermedad inflamatoria intestinal, enteritis por radiacion y celiaquia.*

La malabsorcidn de hidratos de carbono se desarrolla como resultado de la descomposicién
prematura de los azUcares por las bacterias junto con la disminucién de la actividad de la
disacaridasa, secundaria a la interrupcién del borde en cepillo intestinal

El paso de la comida no digerida y absorbida correctamente se convierte en un sustrato para la
fermentacion bacteriana permitiendo la aparicion de sobrecrecimiento a lo largo del intestino
delgado. En los test de intolerancias a la fructosa y lactosa se mide los niveles de metano e
hidrégeno en aliento tras la introduccion por via oral de soluciones con lactosa o fructosa. La
cuestion es que muchos digestivos piensan que los resultados positivos de estas pruebas no son
por estas intolerancias sino por la presencia de SIBO, ya gque el metabolismo de los carbohidratos
en el intestino delgado, en presencia de bacterias coldnicas, conduce a cambios en las
concentraciones de hidrégeno y metano procedentes de la fermentacion. Pero el hecho de que
exista este sobrecrecimiento ya nos estd indicando que existe un problema en la
digestion/absorcion de los carbohidratos. Por lo que si dan positivo a estas pruebas nos indicaran
problemas malabsortivos (intolerancias) y SIBO.

Debido a la inflamacién, el aumento de motilidad y la malabsorcion, los pacientes estan en riesgo
de diversas deficiencias, especialmente de las vitaminas A, D, E, B12 y hierro. (Como ocurre
también en pacientes con SFC). También cursan con pérdida de peso y diarrea cronica.®

La malabsorcion de grasa se produce como resultado de la desconjugacion bacteriana de las sales
biliares. Ademas, los acidos biliares libres son tdxicos para la mucosa intestinal, lo que provocaria
inflamacion de la mucosa y malabsorcién. Las sales biliares desconjugadas se reabsorben en el
yeyuno en lugar del ileon, lo que lleva a la alteracion de la formacion de micelas, malabsorcion
de grasas, y las deficiencias de vitaminas solubles en grasa (A, D, E, y K). Afortunadamente, los
sintomas rara vez se desarrollan; sin embargo, en casos graves pueden producirse ceguera
nocturna (vitamina A), osteomalacia y tetania debida a hipocalcemia (vitamina D), los tiempos
prolongados de protrombina (vitamina K), o neuropatia, retinopatia y deficiencias en la funcion
de células T.84

Una complicacion del sobrecrecimiento bacteriano es la deficiencia de cobalamina (vitamina
B12). Los pacientes con flora intestinal normal, utilizan el factor intrinseco gastrico para unirse
a la vitamina B12 que permite su absorcion en el ileon. Un modelo animal de SIBO demostr6 que
existe una captacién competitiva de vitamina B12 por bacterias (especialmente aerobios). Los
sujetos humanos con gastritis atrofica y sobrecrecimiento bacteriano absorben significativamente
menos B12 unido a la proteina en comparacion con los controles, aunque esto se invirtié con
terapia antibidtica. Los niveles de folato pueden ser normales, pero con frecuencia son elevados
debido al aumento de la sintesis de acido félico por las bacterias del intestino delgado.®

Otras de las pruebas que sugieren mala digestion es la positividad de restos de alimentos sin
digerir en heces.

SISTEMA CARDIOVASCULAR
Como se menciond anteriormente, existe una comunicacion entre el tracto intestinal y el SNC a
través del nervio vago. La activacién de los receptores 5-HT3 en estas terminaciones vagales

aferentes se asocia al reflejo Bezold- Jarisch provocando hipotension y bradicardia. Al activarse
estas fibras, se produce una respuesta autonémica anormal o paradojica, resultando en
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vasodilatacion (por disminucién de eferencia simpatica) e incremento del tono vagal, con
subsiguiente reduccidn en el llenado cardiaco y bradicardia, que finalmente puede conducir al
sincope vasovagal. Esto coincide con la fatiga y bradicardia que a veces les ocurre a los pacientes
con SFC.*! Debido a la bradicardia y a la hipotension se puede producir vision borrosa por el
sincope (inadecuado flujo sanguineo cerebral) sobre todo en posicion erecta (hipotension
ortostatica).

APARATO LOCOMOTOR

Las plaquetas examinan los vasos sanguineos, buscando dafio endotelial y evitando la pérdida de
la integridad vascular. Sin embargo, hay circunstancias en las que aumentan la permeabilidad
vascular, lo que sugiere que las plaguetas a veces no cumplen con su funcion esperada. La artritis
inflamatoria se asocia con edema tisular atribuido a una mayor permeabilidad de la
microvasculatura sinovial. Los modelos murinos han sugerido que dicha fuga vascular facilita la
entrada de autoanticuerpos y, por lo tanto, puede promover la inflamacion de las articulaciones.®?

Utilizando un modelo de artritis autoinmune se comprobé que la ausencia de plaquetas disminuia
la permeabilidad en las articulaciones inflamadas. Este efecto fue mediado por la serotonina
plaquetaria acumulada a través del transportador de serotonina.®

Las plaquetas se convierten en la principal causa de la permeabilidad vascular en la artritis, a
través de la liberacion de serotonina, pudiendo fomentar el desarrollo de la enfermedad. El papel
critico de las plaquetas en la fuga vascular puede no ser Unica para la artritis. En modelos de
inflamacion pulmonar inducida por acido o sepsis abdominal, el agotamiento de plaquetas impide
la inflamacion y la pérdida vascular, indicando un papel potencial de las plaquetas en la
permeabilidad vascular durante la inflamacién en el pulmén.®?

Es importante destacar, que identificaron la serotonina como un mediador derivado de las
plaguetas capaz de iniciar la formacidon de huecos en la vasculatura durante la inflamacion,
compatibles con la extravasacion de MPs (microparticulas de plaquetas). Sin embargo, los huecos
formados en la vasculatura de la articulacion durante la artritis autoinmune pueden ser
perjudiciales para la articulacion. Al igual que las MP de plaquetas ricas en IL-1, los complejos
inmunes, como el agente etioldgico en la AR (artritis reumatoide), también son de dimensiones
submicrdnicas, con diametros que varian entre 0,1 m y aproximadamente 1 m. Por lo tanto, es
plausible que las brechas producidas por las plaquetas contribuyan a la invasion articular tanto
por inmunocomplejos como por MPs, lo que respalda una doble contribucion a la inflamacion
articular.®?

También indicar que la absorcidn de serotonina por parte de las plaquetas es un requisito previo
a la permeabilidad. Las plaquetas obtienen principalmente 5-HT del intestino, por lo tanto, el
exceso de serotonina generado por la disminucion de la actividad de SERT por parte de la
infeccion por VEB en la mucosa intestinal, deberia ser recogido y transportado por las plaquetas.
Pero las plaquetas no llegan a recoger todo este exceso ya que expresan también TLR37>7® como
los enterocitos y al ser activados estos receptores por la infeccion, disminuria la recaptacion de
serotonina por estas células™. Esto permite que haya una acumulacion de serotonina en la mucosa
intestinal.

Las plaquetas contienen diferentes tipos de granulos, fundamentalmente grdnulos densos/deltas,
granulos o y lisosomas. Las plaquetas activadas excretan el contenido de estos granulos.®® Los
granulos densos contienen serotonina, por lo que al activarse las plaquetas via TLR3 se liberaria.
Este neurotransmisor liberado aumentaria la permeabilidad vascular pudiendo favorecer la
inflamacién en articulaciones® u otros tejidos donde haya presencia de células infectadas por
VEB.

Manuel Ruiz Pablos, Rosario Montero Mateo. 32



Seria l6gico pensar que al estar disminuida la actividad del transportador de serotonina (SERT) y
su expresidn en la mucosa intestinal por la infeccidn viral, llevaria a un aumento de la
disponibilidad de 5-HT no solo a nivel local sino también a nivel circulatorio. Pero en un estudio
con ratones modificados para no expresar SERT, no se encontrd 5-HT en sangre. Esto indica que
estos animales evitan eficazmente que la 5-HT entérica llegue a la circulacion a través de otros
medios.* La ausencia en plasma de 5-HT en ratones SERT - / - indica que los transportadores
alternativos que se expresan en el intestino y el higado deben eliminar completamente 5-HT de la
sangre portal (la 5-HT libre se absorbe en la vena porta y se metaboliza en el higado) y evitar que
llegue a la circulacion sistémica. Pero las deposiciones de ratones SERT - / - contenian mas agua
que las de sus compafieros de camada SERT + / +, es decir los ratones SERT -/- tenian diarreas
acuosas por la acumulacion de serotonina a nivel intestinal.** Afiadir que las plaquetas de ratones
SERT -/ - no estan cargadas con 5-HT a medida que circulan a través del intestino.** Esto ocurre
de manera parecida en pacientes con SI1-D y en pacientes con SFC. La disminucion de la actividad
de SERT que genera la infeccién por VEB al activar TLR3 en plaquetas y enterocitos provoca
una disminucién de la captacién de serotonina y, por tanto, un aumento de la serotonina
extracelular a nivel intestinal. En condiciones de ayuno tanto los pacientes con SII1-D%, como de
SFC tienen los mismos niveles de 5-HT en plasma que los pacientes sanos. Esto ocurre gracias a
los transportes alternativos que eliminan la serotonina libre de la sangre portal.®* Pero en
condiciones postprandiales al estimularse ain méas la liberacion de serotonina se saturan los
sistemas de transporte aumentando asi los niveles de 5-HT libre en plasma, como se ha visto que
ocurre en pacientes con SlI-D, junto con un aumento de los niveles plasmaticos de su metabolito
5-HIAA en comparacién con sujetos sanos.®® De ahi que aumenten los sintomas de estos pacientes
después de las comidas.

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los compuestos serotoninérgicos y 5-HT estimulan la secrecion de PRL (prolactina) de la
glandula pituitaria anterior. Estando los receptores 5-HT3 implicados en la regulacién tanto de la
respuesta basal como de la respuesta de PRL inducida por el estrés.®

Las neuronas serotonérgicas de los MRN (ntcleo medial del rafe) y DRN (nucleo del rafe dorsal)
se proyectan hacia el PVN (ndcleo paraventricular hipotalamico) donde estan en estrecho contacto
con las neuronas CRH (hormona liberadora de corticotropina). Estos tres nicleos son importantes
para las respuestas mediadas por 5-HT pero no son esenciales, ya que la lesién de las neuronas 5-
HT en PVN o DRN redujo pero no inhibio la respuesta de ACTH al estrés.®

El sistema serotoninérgico estimula el eje HPA (eje hipotalamo-pituitaria-adrenal) tanto a nivel
hipotalamico como a nivel de la glandula pituitaria con niveles incrementados de ARNm de CRH
en el PVN, ARNm de POMC (proopiomelanocortina) en el I6bulo hipofisario anterior, CRH en
el plasma de la hip6fisis, ACTH y corticosterona en el plasma. La serotonina estimula la secrecion
de ACTH in vitro de la glandula pituitaria anterior. El efecto de 5-HT estd mediado
principalmente a través de los receptores 5-HT1A, 5-HT2A y 5-HT2C, pero el receptor 5-HT3
no parece estar implicado en la regulacion serotoninérgica del eje HPA.%

En otro estudio, las inyecciones de serotonina en ratas demostraron disminucion en la secrecién
de LH (hormona luteinizante).®*También se observd que la serotonina estaba involucrada en la
regulacion de la LH posmenopausica en mayor medida y en menor medida en la secrecion de
FSH (hormona foliculoestimulante.®’

El sistema neurohipofisario (vasopresina y oxitocina)

5-HT libera AVP (vasopresina) en el tejido extracelular en el PVN. La secrecion periférica de
AVP implica principalmente receptores 5-HT2C, 5-HT4 y 5-HT7. La secrecidn de OT (oxitocina)
esta principalmente mediada por receptores 5-HT1A, 5-HT2C y 5-HT4 y probablemente también
receptores 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT5A y 5-HT7.%
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Se puede concluir que el 5-HT esta implicado en la regulacion basal y de estrés de PRL, ACTH,
AVP y oxitocina induciendo su aumento a través de los receptores 5-HT2A + 2C principalmente,
pero otros receptores también son importantes, que difieren entre estas hormonas.

Regulacion de la temperatura

5-HT es un neurotransmisor importante para la termorregulacion a través de la pérdida de calor y
la produccién de calor. Se discutieron los subtipos de receptores 5-HT que participan en esta
regulacion, especialmente 5-HT3 y 5-HT7, en lugar de 5-HT1A. En términos de las regiones
anatémicas del cerebro que participan en esta regulacion, la VTA (area tegmental ventral) o el
DMH (nucleo dorsomedial del hipotalamo) son las principales areas candidatas en lugar de la PO
| AH %8

Los agonistas selectivos de los receptores 5HT1A producen una respuesta hipotérmica
considerable. También se demostro que la activacién del receptor 5-HT1A tiene efectos tanto en
la pérdida de calor como en la produccidn de calor. No solo el 5-HT1A provocaba esto, sino
también el 5-HT3 y el 5-HT7.%8

Regulacion del suefio

Los pacientes con autismo se ha observado que tienen elevados niveles de serotonina junto con
problemas intestinales e insomnio. La serotonina al ser un precursor de la melatonina alteraria la
secrecion de melatonina.

En modelos animales se ha sugerido que el nivel de serotonina en el cerebro controla el
comportamiento del suefio-vigilia. En un estudio con animales se demostr6 que los ratones sin 5-
HT exhiben mayores cantidades de suefio REM que sus contrapartes de tipo salvaje. Los ratones
sin receptores de serotonina también mostraron un aumento significativo en la vigilia y una
reduccion en el suefio de onda lenta. 8

Posteriormente se observé que la variacion en el gen SLC6A4 que codifica el transportador de 5-
HT (SERT), especialmente el locus HTTLPR, se ha asociado con altos niveles de serotonina en
sangre y susceptibilidad del trastorno del espectro autista. Por lo que, debido a la alteracion del
transportador de serotonina, la serotonina es incapaz de ingresar a las células y realizar su funcion,
conduciendo posteriormente a una elevacion compensatoria de la produccion de 5-HT. Los altos
niveles de serotonina pueden funcionar como reaccion enddgena para tratar de superar la
patogénesis del autismo. 899100

Las consecuencias serian las mismas en el SFC en dénde una baja actividad del transportador de
serotonina, mediante la activacion de TLR (disminuiria la captacién de 5-HT), conduciria a una
elevacion compensatoria. Esto al influir en la regulacion suefio-vigilia, provocaria insomnio.

Consecuencias cognitivas

Este trastorno que estamos describiendo se comportaria como los pacientes con sindrome
carcinoide ya que estos tipos de tumores secretan esta hormona.

Los pacientes con CS (sindrome carcinoide) muestran mayores dificultades cognitivas que los
controles sanos en multiples dominios, incluidas las medidas de la velocidad de escaneo visual,
las medidas de memoria verbal y visual, la percepcion visual y la fluidez de las letras. Sin
embargo, no mostraron déficits en otras medidas de velocidad de procesamiento, fluidez
semantica o su capacidad de usar comentarios y alterar respuestas. Este estudio confirmé que los
pacientes con CS sufren de deterioro cognitivo®
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CONSECUENCIAS ALERGICAS POR INFECCIONES VIRALES

Los mastocitos residen en los tejidos estrechamente asociados con los vasos sanguineos o en la
superficie del cuerpo, particularmente en la piel y las membranas mucosas. Por lo tanto, ademas
de sus papeles como células efectoras en las enfermedades alérgicas mediadas por IgE, los
mastocitos son ampliamente considerados como importantes células inmunitarias innatas.%

Los roles de los mastocitos en la vigilancia inmunoldgica y en la inmunidad innata contra los
patdgenos bacterianos han sido bien definidos. Por lo general, las respuestas inmunitarias innatas
del huésped contra diversos agentes patdégenos se inician mediante el reconocimiento de
componentes microbianos especificos, como los lipopolisacaridos (LPS), las lipoproteinas, los
flagelinos y los &cidos nucleicos, mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRR). El
reconocimiento de componentes microbianos por PRRs resulta en la activacion coordinada de los
factores de transcripcion, lo que lleva a la expresion de citoquinas inflamatorias, quimioquinas e
interferones tipo | (IFNs). Demostraron previamente que los mastocitos contribuyen a las
respuestas inmunitarias innatas contra las bacterias invasoras al expresar PRRs, como TLRs-
2,3,4,5,6,6,7 y 9, que responden a ligandos especificos induciendo la produccién de citocinas y
quimioguinas o la liberacion del contenido granular de la célula. De manera similar, las respuestas
inmunitarias innatas contra la infeccion viral comienzan con el reconocimiento del virus por PRR
especificos. Como hemos descrito anteriormente, los acidos nucleicos virales son reconocidos por
distintos tipos de sensores: TLRs, que detectan el ARN de doble cadena (ds) o el ARN de una
sola cadena (ss) en el endosoma; los receptores genéticos de tipo | (RLR) reproductibles en &cido
retinoico (RLR), que reconocen el ARN viral en el citoplasma; y los sensores de ADN, que
detectan el ADN viral citoplasmatico.%

Se ha demostrado previamente que los mastocitos humanos expresan TLR3, un receptor de poli
(I: C) y dsRNA. La activacion de los mastocitos, incluida la produccion especifica de citocinas
antivirales como el interferdn tipo | o la liberacién de su contenido granular, se ha observado en
el momento de la estimulacion con virus, productos viricos o poli I: C. Ademas, se ha ido
acumulando evidencia con respecto al papel de los mastocitos en respuesta a las infecciones
virales. Orinska et al. reportaron las consecuencias funcionales de la activacion de los mastocitos
en respuesta a la infeccion viral. Demostraron que los mastocitos estimulados via TLR3
producian quimioguinas que mediaban el reclutamiento de células T CD8+ in vivo. Ademas, la
activacion inducida por TLR de los mastocitos por LPS o poly I: C aument6 la capacidad de los
mastocitos para activar las células T CD8+. Mas recientemente, se ha demostrado que los
mastocitos juegan un papel importante en la proteccidn del huésped contra la infeccién por el
virus del herpes simple 2 (HSV-2).1%

Burke et al. comprobaron que los mastocitos de poli I: C-expuestos o infectados con reovirus
reclutan células NK de una manera dependiente de CXCL8. Se demostrd que el reovirus de
mamiferos, un virus ARN que normalmente es controlado eficazmente por la respuesta
inmunoldgica, puede infectar los mastocitos humanos e inducir la producciéon de grandes
cantidades de CXCLS8. Estas respuestas de CXCLS8 son suficientes para inducir la quimiotaxis de
las células NK CD56+, y la CXCR1 expresada en células NK juega un papel importante en esta
respuesta. Se ha sugerido que las células NK expresan los receptores CXCL8, CXCR1 y
CXCR2,17,19,21 y en este estudio se confirmaron estos datos, aunque hay alguna controversia
en esta area. Dado que el CXCL8 también es un potente quimioatrayente de neutréfilos, los datos
de este estudio sugieren un posible papel de los mastocitos en el reclutamiento simultdneo de
neutréfilos que pueden contribuir a la respuesta inmunitaria contra la infeccion viral. 1%

También se ha demostrado que los mastocitos reclutan muchos otros tipos de células efectoras a

tejidos inflamados, incluyendo monocitos sanguineos y granulocitos (como los eosin6filos)
durante la infeccion o en modelos de enfermedad alérgica.'®3
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La promocion de los mastocitos de quimiotaxis de células NK amplia la reconocida capacidad de
los mastocitos de servir como células centinela en el reclutamiento de células efectoras en
infecciones bacterianas, parasitarias de nematodos y en el reclutamiento de células NK en
infecciones virales.*%®

Es importante aclarar los mecanismos de reconocimiento del virus que conducen a la activacion
de los mastocitos para comprender el papel desempefiado por los mastocitos en la infeccion viral,
ya que los mastocitos funcionan no s6lo como células inmunitarias innatas para la proteccién del
huésped, sino también como exageradores de las enfermedades alérgicas asociadas con la
infeccion viral 102

Por lo tanto, los hallazgos actuales refuerzan el papel de los mastocitos como respondedores clave
de la respuesta inmune durante las primeras etapas de la infeccidn viral a través de su habilidad
para reconocer directamente y responder rapidamente a un virus mediante la rapida produccion
de citocinas y quimioquinas antivirales usando RLRs y OAS-RNase L, ademas de TLR3. En
particular, tanto los alérgenos como los antigenos microbianos pueden desencadenar la activacion
de los mastocitos, y las enfermedades alérgicas o autoinmunes, donde los mastocitos juegan un
papel importante en su patogénesis, que a menudo se ven exacerbadas por virus como el
rinovirus.%2 Como mostramos en nuestro articulo el VEB también activa TLR3 pudiendo generar
esta respuesta por parte de los mastocitos.

CONSECUENCIAS MUSCULARES POR LA INFECCION DEL VEB

Recientemente, se correlacionaron las respuestas anormales de lactato al ejercicio en pacientes
con sindrome de fatiga cronica (SFC) con la deteccidon y caracterizacién de secuencias de
enterovirus en el misculo esquelético, empleando las mismas técnicas utilizadas con éxito para
demostrar dichas secuencias en el musculo cardiaco. EI ARN enteroviral fue detectado en 10 de
48 biopsias musculares (20.8%) de los pacientes con SFC, pero no en 29 muestras de tejido de
control de sujetos normales o pacientes con una variedad de enfermedades musculares,
demostrando que la presencia de secuencias de enterovirus en el muasculo no es tipica de la
poblacion general. Una respuesta anormal de lactato al ejercicio se presentd nueve veces mas
comunmente en pacientes con SFC con secuencias de enterovirus en el masculo que en los casos
negativos a enterovirus. Las PCR fueron mas estrechamente relacionados con el virus Coxsackie
B pero no se hicieron para herpesvirus. Puede ser que el resto de pacientes de SFC con problemas
musculares dieran PCR positivo en muestras musculares a otros virus que en este estudio no se
hicieran. De ahi que el SFC sea heterogéneo dependiendo de la infeccion que lo origind en cada
paciente.1%

El virus VEB también se ha relacionado con la dermatomiositis/polimiositis. Los resultados del
estudio de Der-Yuan Chen mostraron una asociacién positiva del virus de Epstein-Barr (VEB)
con la dermatomiositis/polimiositis y el carcinoma nasofaringeo. Los pacientes con
dermatomiositis o poliomiositis que tengan IgA anti-EBNA-1 positivo o cargas de ADN de VEB
aumentadas deben ser altamente sospechosos de tener carcinoma nasofaringeo oculto. Sin
embargo, otros marcadores diagnosticos que incluyan anticuerpos contra el antigeno temprano
(EA) pueden proporcionar datos adicionales a las pruebas seroldgicas para detectar la presencia
de carcinoma nasofaringeo.%

Esta asociacion nos permite pensar que la realizacién de una biopsia muscular para determinar la
presencia de dermatomiositis o polimiositis, junto a una PCR a VEB en este tejido podria ayudar
en el diagnostico, en caso de que el patdgeno causante del SFC fuera este virus y tuviera
problemas musculares.
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DISCUSION

El sindrome de fatiga crénica o encefalomielitis mialgica (ME/SFC) actualmente es una
enfermedad de etiologia desconocida, que aparece de forma subita en una persona previamente
activa y cuyo inicio parece estar relacionado con una infeccion aguda en la mayoria de los casos.
Hasta la actualidad, se ha estado estudiando a los enfermos de SFC sin clasificarlos en subgrupos
de patogeno. Con este estudio se pretende mostrar como a partir del ciclo viral del virus de Epstein
Barr y su mecanismo de evasion inmunoldgico se puede generar un SFC y cuales son las
consecuencias metabolicas y fisiol6gicas que ello conlleva, que pudieran ser responsable de los
sintomas de fatiga crénica.

El VEB expresa al menos 44 miARNSs, la mayoria de ellos con funcién desconocida, y dos ARN
no codificantes (EBERSs). Los miARNSs codificados por VEB controlan la expresion de varios
genes celulares con funciones antiapoptéticas, pero también interfieren con las respuestas
inmunoldgicas innatas y la inflamacion. Algunos miARNs de VEB actldan suprimiendo, en
linfocitos B infectados, la liberacion de citoguinas proinflamatorias tales como IL-12, lo que
resulté en la supresion de la diferenciacion de las células T CD4 naive *a células Thl
(importantes efectores antivirales que activan a los macréfagos y a los linfocitos NK para eliminar
patdgenos intracelulares).”

Varios miARNs VEB modulan el reconocimiento inmune de las células B recientemente
infectadas (las células diana del VEB preferentemente). Los miARNs virales, en células B
infectadas, controlan la expresion génica de HLA clase 11 y tres enzimas lisosdmicas importantes
para la protedlisis y la presentacion de epitopos a las células T CD4+. Esto les permite interferir
con el procesamiento de péptidos y sobre la presentacion antigénica HLA de clase I1l. Como
consecuencia de la disminucion en la presentacién antigénica HLA 11, se reduce la activacién de
las células T CD4" efectoras citotoxicas especificas al VEB y la muerte de las células B
infectadas. °

También, para evitar la deteccion de células T CD4 especificas al VEB, se encontré que la
proteina latente de VEB, LMP2A (latent membrane protein 2A), juega un papel critico en la
regulacion negativa de la expresion de moléculas MHC de clase Il en las células B infectadas.
Funcionalmente, LMP2A imita la sefializacion BCR activada constitutivamente; sin embargo, la
via PI3K activada por LMP2A media la supresion de MHC clase 1l y CD74 en células B
infectadas por VEB. Estudios previos han revelado que CIITA es un regulador principal de la
expresion de moléculas MHC de clase 11 y CD74. Demostraron que LMP2A mediaba la reduccion
de los niveles de CIITA mediante la disminucion de la expresion de PU.1y E47.1!

Los linfocitos B infectados por VEB generan un homélogo de 1L-10 (vIL-10), codificado por el
gen BCRF1 de VEB durante la fase prelatente y la fase latente.>!” vIL-10 puede actuar en
multiples tipos de células e inhibir la sintesis de citoquinas en células T (inhibe la produccion de
IL-2 e IFN-g por las células Thl) y células NK.' Esto permite anular las funciones antivirales de
las células T CD4+ efectoras y disminuir la muerte mediada por las células NK de las células B
infectadas.? Ademas, es un potente inhibidor de la presentacion antigénica, ya que reduce la
expresion de MHC |1 y de las moléculas accesorias de coestimulacién CD80 y CD86 en células
dendriticas.

Otros miARNSs interfieren con el reconocimiento y la destruccion de las células infectadas con
VEB por las células T CD8 *. Primero, los miARNSs se dirigen directamente a TAP2, regulan
negativamente todo el complejo TAP, y reducen los alotipos HLA de clase | que presentan
preferentemente epitopos dependientes de TAP. Segundo, reprimen EBNAL, una proteina
expresada en la mayoria de las formas de latencia del VEB y un objetivo de las
células T CD8 * especificas al VEB. En tercer lugar, los miARNs disminuyen la liberacion de IL-
12 por las células B infectadas, ya que 1L12B es reprimida de forma directa por estos miARNs
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en las células infectadas. Esta represion de IL12B no sélo puede reducir la diferenciacion de
células T CD4 *, también pueden regular las funciones de células T efectoras, disminuyendo la
actividad de las células T CD8 * especificas al VEB.1013

El VEB puede lograr infectar el SNC mediante la infeccion de HBMEC. Esto conduce a la ruptura
de las moléculas de adhesidn o uniones estrechas de la BHE, logrando el paso de leucocitos (entre
ellos linfocitos B infectados por VEB) a través de los capilares hacia el tejido circundante.®® Las
células B con infeccién latente por VEB logran liberar EBERS (dos ARN no codificantes). Donde
la liberacién de EBER1 induce la activacion de la sefializacion TLR3%! dando como resultado un
aumento de citoquinas proinflamatorias (se genera inflamacion en el tejido).

Al igual que ocurre en la infeccion de HBMEC por el VEB, la infeccion de células epiteliales de
la mucosa intestinal por este virus conduce a la ruptura de las uniones estrechas de la barrera
intestinal, logrando el paso de bacterias y otras sustancias.®® A la vez el VEB logra infectar células
plasmaticas de la mucosa. Por tanto, las células B con infeccién latente por VEB liberan EBERSs.
EBERL1 activa la sefializacion del TLR3 de enterocitos, dando como resultado la induccion de
IFN de tipo | y citoquinas proinflamatorias.®! Esta activacién del TLR3 a nivel intestinal reduce
la actividad del transportador de serotonina (SERT) en enterocitos, por tanto, disminuye la
captacion de serotonina provocando un aumento de 5-HT extracelular en dicho tejido.>® Este
exceso de serotonina deberia ser recogido y transportado por las plagquetas, ya que las plaquetas
obtienen 5-HT principalmente del intestino. Pero las plaquetas no llegan a recoger todo este
exceso, ya que expresan también TLR37>76 como los enterocitos. Al ser activados estos receptores
por la infeccion, disminuye la recaptacion de serotonina de estas células.”® Esto finalmente
permite que haya una acumulacion de serotonina en la mucosa intestinal. Las plaquetas al ser
activadas via TLR3 excretan también el contenido de sus granulos (los granulos densos contienen
serotonina).®® La serotonina liberada por las plaguetas aumentaria la permeabilidad vascular
pudiendo favorecer la inflamacién en tejidos®? donde haya células infectadas por VEB. Todo esto
genera una disminucion de los niveles de 5-HT en plaquetas.

Afiadir que en condiciones de ayuno los niveles de 5-HT en plasma de estos pacientes son iguales
que los de pacientes sanos. Esto ocurre gracias a los transportes alternativos que eliminan la
serotonina libre de la sangre portal® (impide que el exceso de 5-HT a nivel intestinal llegue a la
circulacion sistémica). Pero en condiciones postprandiales al estimularse ain mas la liberacién
de serotonina (sobre todo con el consumo de hidratos de carbono) se saturan los sistemas de
transporte aumentando asi los niveles de 5-HT libre en plasma, como se ha visto que ocurre en
pacientes con SlI-D, junto con un aumento de los niveles plasmaticos de su metabolito 5-HIAA
en comparacion con sujetos sanos.®°

Ademas, con la ruptura de las uniones estrechas de la barrera intestinal, se logra el paso de
bacterias y otras sustancias nocivas desde del lumen al torrente sanguineo activando TLR4, que
también disminuye la actividad del SERT.*® La activacién de los distintos receptores de
serotonina conduciria al aumento de la motilidad intestinal®, problemas de malabsorcion junto
con deficiencias vitaminicas (vitamina A, E, D, K y B12), diarrea®, disautonomia por la
comunicacion del nervio vago entre sistema entérico y el cardiovascular®®, aumento significativo
en la vigilia y una reduccion en el suefio de onda lenta® junto con problemas cognitivos.'®
Ademés de problemas en la regulacion de la temperatura® y secrecion de hormonas®.

Hay que resaltar que el factor ambiental (la infeccion por VEB) no solo influye en la aparicion de
SFC, sino también la edad en que ocurre la primoinfeccién y la susceptibilidad genética a esta
infeccion. Es decir, aquellos pacientes con genes de moléculas MHC de clase | y 11 susceptibles
de desarrollar enfermedades asociadas al VEB, tendran dificultades a la hora de combatir la
infeccidn por este virus. Como la mayoria de estas enfermedades tienen numerosos polimorfismos
de estos genes de susceptibilidad, existe una gran heterogeneidad genética entre los pacientes que
desarrollan una de estas enfermedades, lo que se manifiesta como una gran variabilidad fenotipica
entre los diferentes pacientes que sufren una misma enfermedad. Todo esto se debe a que en todas
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las especies de vertebrados las moléculas de MHC presentan un elevado polimorfismo. Este
polimorfismo refleja una estrategia del sistema inmunitario para evitar la evasién de los patégenos
del sistema inmunitario. Al poseer moléculas de MHC diferentes, los individuos se enfrentan a
los microbios de una manera diferente, habiendo en una determinada poblacion individuos mas
susceptibles y mas resistentes a una determinada enfermedad.*?

De cara a investigaciones futuras seria interesante empezar a clasificar a los pacientes en
subgrupos en funcién de los posibles patdgenos implicados en base a entender y enfocar un
posible tratamiento. El rituximab en la actualidad esta siendo objeto de estudio de esta enfermedad
y la explicacidon de por qué en unos pacientes funciona y en otros no, puede deberse al tipo de
patégeno implicado. Por otro lado, hay que buscar marcadores comunes en base a poder
diagnosticar la enfermedad. A nivel metabdlico se comporta de manera parecida a un cancer, se
disminuye todos los antioxidantes (vitamina C, Q10, E...) para compensar el elevado estrés
oxidativo y es comin la aparicidén de caquexia y sindrome constitucional por el elevado gasto
energético que conlleva el efecto Warburg. En la enfermedad méas avanzada puede existir una
disminucion de los niveles de glutamina, cisteina junto con elevada produccidn de urea y
glutamato, esto podria constituir un marcador de severidad y un punto clave a considerar en base
a suplementarlos antes de instaurar cualquier terapia. Hay que tener en cuenta que el papel de las
NK resulta clave en la infeccion viral y, por tanto, clave en el SFC. Sobre todo resulta
imprescindible evaluar qué patdgeno esta implicado en el cuadro clinico, coémo elude el sistema
inmunoldgico y estrategias terapéuticas para revertir el proceso y devolver al sistema el estado
inicial, por ejemplo en este caso la infeccion por Epstein Barr el rituximab podria ser crucial, ya
que el virus actia generando latencia principalmente en los linfocitos B. Por lo que si se lisaran
los linfocitos B infectados reduciriamos el efecto Warburg y por consecuencia la fatiga crénica,
ademas de los problemas inmunoldgicos (dejaria de haber un déficit de expresion de moléculas
de clase Il del MHC). Pero puede que al tratamiento de rituximab se debiese dar junto a
antivirales, ya que al inmunodeprimir al paciente el VEB podria reactivarse y lograr seguir
infectando. Actualmente hay un tratamiento mas prometedor y sin efectos adversos significativos,
la inmunoterapia adoptiva especifica al virus Epstein-Barr. Donde se logra la muerte de células
B infectadas por VEB por las células T CD8 * transferidas adoptivamente. Este tratamiento ha
tenido resultados preliminares prometedores en la esclerosis multiple progresiva por VEB, con
mejoras en los sintomas y signos del paciente.

Por todo ello se proponen varios marcadores a realizar en pacientes con SFC post-infeccion por
VEB:
1. Linfocitos T activados (CD3+, DR+), (CD4+, DR+): Un nivel bajo de linfocitos T
activados nos indica indirectamente una disminucién de la presentacion antigénica HLA-
I1. Esta disminucion de los linfocitos T CD4+ DR+ lo podemos ver en otras enfermedades
asociadas al VEB, como por ejemplo en nifios con linfohistiocitosis hemofagocitica
asociada al VEB.1%
2. Comprobar en laboratorio la disminucidn de la presentacién antigénica HLA-I1 por parte
de las células presentadoras de antigenos.
3. Tipificacion molecular del sistema HLA: para verificar la existencia de ciertos alelos
HLA con predisposicion a desarrollar enfermedades asociadas al VEB.
4. Anticuerpos IgG contra el antigeno nuclear (IgG anti-EBNA): presencia de un elevado
namero, al igual que en la esclerosis maltiple.

Las pruebas 1y 2 deberian estar presentes en la mayoria de los pacientes con SFC, ya que otros
patdégenos también logran evadir el sistema inmune de esta forma. Estos patdgenos logran generar
una inmunodeficiencia funcional adquirida mediante el déficit de expresidn de moléculas de clase
Il del complejo mayor de histocompatibilidad. Aunque algunos también consiguen disminuir las
moléculas de clase | del MHC, como se ha mencionado en este trabajo.
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