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Segundo estudio negativo del XMRV... Se sigue buscando un buen y robusto estudio
de replicacién

Suzanne D. Vernon, PhD — Directora cientifica - The CFIDS Association of America

Un segundo estudio en busqueda del XMRV en pacientes con SFC ha llegado con las manos

vacias. El 15 de Febrero 2010, unos autores del Reino Unido (RU) publicaron un documento en

la revista de acceso libre Retrovirology con el titulo Ausencia del XMRV en pacientes con SFC

delRU@G! 6 aSy O0S 2F ESy2 i NE udlatdd virusitNIK padent wittdairdniS YA I JA N
FI GAIdzS )i Btys ndeRiyados utilizaron métodos cuantitativos y sensibles para

buscar el XMRV en muestras de sangre recogidas de pacientes con SFC, sanos donantes de

sangre y pacientes clinicos con otros desordenes. También buscaron anticuerpos que podian

bloquear al XMRYV para que no infecte células en la parte liquida de la sangre (suero y plasma)

de los con SFCy los controles.

Antes de entrar en los detalles del documento, echemos un vistazo al grupo que ha informado
estos resultados. La investigadora jefe, la Dra. Harriett CT Groom, y otros tres autores son del
departamento de virologia del Medical Research Council National Institute for Medical
Research, el equivalente del R.U. de los National Institutes of Health (NIH) de los EEUU. Uno de
estos investigadores, Dr. Jonathan Stoye, fue coautor de la editorial en Science que
acompafiaba el informe de Lombardi, et al, que fue el primero en hacer asociacién entre el
XMRV vy el SFC. El Dr. Stoye es retrovirélogo de fama mundial. Cuatro autores son del grupo de
SFC de la Universidad de St. George de Londres, incluyendo Dr. Jonathan Kerr, muy conocido
por sus investigaciones que describen los aspectos gendmicos e infecciosos del SFC. Dr. Kerr es
también co-investigador de la beca del Whittemore Peterson Institute patrocinada por los NIH.

Dos autores, incluyendo el Dr. John Gow, son de la Universidad Caledonia en Glasgow, Escocia.
Dr. Gow tiene un largo historial de publicaciones en las investigaciones del SFC. Otros dos
autores son de Barts y de London National Health Service Trust y del University College de
Londres. Al final del documento se describen todas sus contribuciones a este estudio.
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Este estudio incluia tres diferentes cohortes:

1. Universidad St. George de Londres
(SGUL): Esta cohorte consistia en 142
pacientes adultos con SFC y 157 sanos
donantes de sangre del Grupo SFC de la
Division de Medicina Celular & Molecular.
Los sujetos tenian entre 18 y 65 afios. Las
muestras de sangre contenian fracciones
celulares y liquidas y fueron recogidas
entre 15 y 4 afios después del
diagndstico de SFC.

2. Barts y London National Health Service
Trust (BLT): esta cohorte consistia en 226
muestras de suero recogidas en 2008 y
2009. Se obtuvieron 57 de pacientes en la
clinica prenatal; 58 de pacientes sin
desordenes de sangre; 55 de pacientes
hepaticos y 56 renales. Todas estas
muestras se utilizaron como muestras
control.

3. Universidad de Glasgow Caledonian (GC):
cohorte de 28 pacientes con SFC (20
muestras de suero y 8 de plasma) y 12
controles (8 muestras de suero y 4 de
plasma). Los pacientes tenian entre 28 -
79 afos y se recogieron las muestras
entre 1995y 2003.

Los autores reportaron que todos los pacientes
con SFC cumplian los criterios de la definicion de
caso de 1994 (Fukuda) para el SFC, pero no hacen
otras declaraciones sobre las caracteristicas de
estos pacientes en términos de severidad de la
enfermedad o de otros marcadores clinicos. El
hecho que la cohorte de pacientes consistia de

Primer de la sangre:

Células sanguineas rojas (eritrocitos):
Contienen hemoglobina y ayudan a
distribuir el oxigeno a las células.

Células sanguineas blancas (leucocitos):
Hacen funciones del sistema inmune.
Plaquetas (trombocitos): hacen que
coagule la sangre y previenen que las
bacterias entren en las células.

Plasma: Representa mas o menos el 55%
del fluido sanguineo y consiste en agua,
plaquetas y células sanguineas. Si se
quitan las proteinas coagulantes del
plasma, se le llama suero.

Hay muchos diferentes métodos para
recoger, almacenar y procesar las
muestras de sangre. Se pueden testar los
componentes de la sangre por diferentes
cosas, y las pruebas de los diferentes
componentes de la sangre pueden
encontrar diferentes resultados cuando se
testan por la misma cosa. Hay que tener
en cuenta todos estos factores en analisis
sanguineos estandarizados en el tiempo y
en el mismo o en diferentes laboratorios.
En las investigaciones es practica comun
utilizar muestras que se han recogido y
almacenado hace tiempo; no obstante,
para analizar los datos y sacar las
conclusiones hay que tener en cuenta las
varianzas en los protocolos de
recoleccidn, almacenamiento, transporte
y procesamiento.

pacientes de diferentes centros no es Unico para este documento; las muestras de los

pacientes del documento en Science fueron reunidas de varias consultas regionales de

médicos, segun la informacién de la web del Whittemore Peterson Institute.

Los investigadores llevados por Dr. Groom reportaron varios diferentes experimentos en el

documento de Retrovirology. Utilizaron métodos de reaccion de polimerasa en cadena (PCR)

idénticos a los reportados por Lombardi et al, en el documento de Science, pero no fueron

capaces de detectar el XMRV en las muestras del SGUL. Luego desarrollaron un ensayo PCR
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diferente, pero muy sensible y cuantitativo que podia detectar a partir de 16 copias del ADN
del XMRV. Aun asi no habia evidencia de acido nucléico del XMRV en la muestra del SGUL.
Utilizaron una técnica apropiada llamada “spiking” para demostrar que no habia nada presente
en las muestras que podia evitar que el XMRV

estuviese amplificado.

Table 4: S y uf ! of positive sera with XMRYV neutralisation

Los anticuerpos neutralizadores evitan que los | sroperies
virus entren en una célula, “neutralizando” asi la
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Encontraron 26 (4.6%) de las 565 muestras de prs P 2

suero que podian neutralizar el XMRV, evitando b -

Glasgaw Cededarmm Uraveraty

gue podia entrar en la célula. Pero solo una de las Vs
26 era una muestra de suero obtenida de un Corwel 9 2

paciente con SFC. La mayoria de ellas también era
capaz de neutralizar la respuesta a otros virus
similares, indicando una significativa reactividad
cruzada en las respuestas seroldgicas.

El estudio en Retrovirology encontré evidencia del XMRV. mediante la deteccién de especificos
anticuerpos en muestras de los sujetos del estudio, demostrando que el XMRV ha infectado
personas. Pero, como el otro estudio del R.U. reportado en PLoS ONE, este estudio no detectd
el XMRV con un ratio mads alto en las personas con SFC. ¢Por qué? La técnica de PCR empleada
en este documento fue idéntica a la del documento de Science y otros métodos que utilizaron
podian considerarse mejores y -mas sensibles. Los anticuerpos utilizados por los dos
laboratorios eran, no obstante, diferentes. Estos investigadores no testaron tantas muestras
de sangre de controles sanos (157 en la cohorte de SGUL) como los autores del documento en
Science (218 controles sanos), que encontraron el XMRV en 3.7% de los controles sanos. (La
fuente de las muestras de los controles sanos no fue descrita en el documento de Science.)
Quizds es mas importante que este documento en Retrovirology testé por el XMRV en
donantes de sangre sanos; los donantes de sangre son comprobados por muchas cosas y son
probablemente un grupo control mucho mas sano que los controles obtenidos de la poblacién
general. La inclusién del grupo de comparacién de BLT de personas con otras condiciones era
nuevo para este estudio.

éPor qué no se encontré ADN del XMRV en las muestras con SFC? Una diferencia entre los
pacientes seleccionados de la cohorte de SGUL y de los testados en el documento en Science
podia ser la severidad y la duracién de la enfermedad. Las muestras de sangre de la cohorte
con SFC de SGUL fueron tomadas relativamente temprano en el curso del SFC (1-4 afios). Los
pacientes con SFC en el documento en Science estaban severamente enfermos, ademas tenian
una disfuncién inmune, aunque no se liberaron caracteristicas especificas. Podia ser
simplemente que los pacientes con SFC en la cohorte del SGUL no eran comparables (por
ejemplo tanto tiempo y tan enfermo) con los estudiados en el documento en Science. Sin
embargo, la reputacién y la experiencia del Dr. Kerr en las investigaciones del SFC/EM, junto
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con sus actuales colaboraciones con el Whittemore Peterson Institute, sugieren que hubiera
tenido cuidado de utilizar un criterio de seleccidn similar en el disefio de su estudio. (Hay que
denotar en los agradecimientos que “JK” — Jonathan Kerr — fue uno de los tres autores que
concibieron y disefiaron el estudio.)

Pero si el XMRV es capaz de infectar personas — como se demostré en este
documento, en el de Science y en los documentos con cancer de prostata —
éno deberian ser capaces los expertos de detectar el virus o de encontrar
anticuerpos contra el virus? No necesariamente. Los virus tienen que

sobrevivir. La mejor manera para que puedan persistir es adaptandose al ?":,r‘: P
huésped. Mantenerse con niveles muy bajos es una manera de evadir la
deteccion por el sistema inmune para poder sobrevivir. Incluso aunque el
Dr. Groom y colegas desarrollaron un test PCR sensible y cuantitativo, el
XMRYV puede ser capaz de esconderse con menos de 16 copias (el limite de
la sensibilidad de su documento), o pueden no estar presentes en las células sanguineas de
duraciéon mas de los pacientes con SFC. Otro truco que utilizan los virus es el sabotaje a la

respuesta inmune.

En un estudio elegante publicado en Proceedings of the National Academy of Sciences en
Febrero 2010, investigadores franceses demostraron que los retrovirus, incluyendo el XMRYV,
contienen un dominio inmunosupresivo (ISD) en una proteina sobre (“envelope protein”). El
sobre es la porcidn externa del virus, la que se supone tiene que reconocer la respuesta
inmune. Este ISD permite que el virus infecte la célula, pero de alguna manera — y no se
comprende este mecanismo — previene que el cuerpo monte una respuesta inmune y
desarrolle anticuerpos neutralizadores contra el virus. Este “truco” viral recién descubierto
podia explicar porque tan pocas muestras de suero tenian anticuerpos neutralizadores contra
el XMRV en los experimentos descritos en el estudio de Retrovirology. Los altos ratios de
anticuerpos contra el XMRYV descritos en le documento de Science podrian ser explicados por
una reaccién cruzada serolégica. Se conocen casos donde el sistema inmune entra en contacto
con un agente complejo como un virus, y estimula multiples reacciones a partes del virus y
otras moléculas.

¢Que tendrd que hacer entonces un buen y robusto estudio de replicacién? Intensa atencién a
los detalles. Ya que la seleccién de los pacientes ha sido un potencial factor de confusién en los
dos estudios negativos, la comunidad cientifica tiene que comprenden las caracteristicas
clinicas de los pacientes con SFC que eran positivos para el XMRV en el documento de Science.
El SFC es enfermedad crdnica, heterogénea con muchos posibles subtipos, cada uno incluso
mas complejo por comorbidilidades comunes como el sindrome de colon irritable, fibromialgia
y depresion. La falta de subtipos universales o de criterios para la severidad y la duracién de la
enfermedad desafian las comparaciones. Muchos pacientes con SFC son sometidos a una
variedad de tratamientos para conseguir alivio de esta enfermedad debilitadora. Tratamientos,
especialmente los que directamente actian sobre el sistema inmune que también pueden
afectar el ciclo de vida del XMRV y la deteccién del virus.

También tiene que progresar la estandarizacién de los métodos de los tests. Como informamos
en enero, el grupo de trabajo del Ministerio de Salud y Servicios Humanos de los EEUU Blood
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XMRV Scientific Research Working Group esta desarrollando paneles analiticos que permitiran
que los multiples laboratorios tengan métodos estandarizados para optimizar la sensible
deteccién del ADN proviral y el ARN viral del XMRV. Una vez estandarizados los métodos, estos
mismos laboratorios tienen intencion de testar paneles codificados las muestras de sangre

obtenidas primariamente de donantes de sangre sanos y de pacientes con SFC de los que se
sabe son positivos para el XMRV.

Hasta que se estandarizan los métodos y la comunidad cientifica reciba informacién sobre las
especificas caracteristicas de los sujetos con SFC (y de los controles) que dieron positivos en el
documento de Science, hay que prepararse para leer mas estudios negativos. Esperemos que
los investigadores de Science hagan disponible esta informacion antes de que el interés en el
XMRV se asocie con sombras del SFC y se convierta en otro intento fallido para solucionar el
SFC.

Conseguir un consenso cientifico sobre el papel del XMRV en el SFC ciertamente precisa mas
investigaciones y mayor colaboracién, de la misma manera que hay que hacer otros muchos
importantes descubrimientos.
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