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Resumen: El nuevo virus xenotrépico relacionado con el virus de la leucemia murina
(XMRYV), tinico gamma retrovirus identificado en humanos hasta la fecha, se aisl6 de es-
pecimenes de cdncer de préstata en el afio 20006, y en el 2009 se asocié impactantemen-
te con el sindrome de fatiga crénica (SFC), enfermedad debilitante de sintomatologia
compleja que cursa, frecuentemente, con alteraciones de la enzima antiviral ribonuclea-
sa L (RNasa L), al igual que el cdncer de préstata hereditario.

La imposibilidad de replicar estos hallazgos y la presencia de secuencias virales simila-
res halladas en kits comerciales y preparaciones de polimerasas “hotstart” que contienen
anticuerpos derivados de hibridomas plantean la posibilidad de que las secuencias am-
plificadas en los estudios iniciales del XMRV puedan corresponder a contaminaciones
con ADN murino y que el nuevo XMRV no sea mds que un artefacto creado por proce-
sos de recombinacién en el seno de un xenoinjerto.

Sin embargo, una contaminacién casual no permitirfa explicar la desigual distribu-
cién de secuencias virales halladas entre pacientes y controles sanos, ni cémo fue posible
hallar secuencias genémicas especificas humanas flanqueando las secuencias terminales

repetidas largas (LTRs) virales del XMRV en tejidos de pacientes de cdncer de préstata.
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;Podria ser que ademds de un contaminante habitual de reactivos de laboratorio el
XMRYV fuese un gamma retrovirus humano genuino? El desarrollo de ensayos serolé-
gicos especificos y sensibles del XMRV combinados con rigurosos controles resultard
indispensable para dar respuesta definitiva a esta importante pregunta.

Palabras clave: sindrome de fatiga crénica, cdncer de préstata, XMRV, MLV.

Abstract. The new and only human gammaretrovirus identified to date: the xenomropic
murine leukemia virus-related virus (XMRV) was isolated back in 2006 from prostate
cancer specimens and strikingly associated to Chronic Fatigue Syndrome (CES) in the
year 2009. CFS is a multisymptom debilitating disease often showing an altered ribonu-
clease L (RNase L) enzyme activity, as it occurs in hereditary prostate cancer.

The irreproducibility of these findings and the identification of related viral sequenc-
es in commercial kits and “hotstart” polymerase preparations containing hybridoma-
derived antibodies suggest that the XMRV sequences found in the initial studies may
correspond to murine DNA contaminations and that the XMRV might well be an
artefact generated by recombination processes that took place within a xenograft.

However, a random contaminating event cannot explain the unequal distribution of
viral sequences found between patients and healthy controls, nor the presence of human
genomic sequences flanking the XMRV long terminal repeats (LTRs) in prostate cancer
specimens.

Would it be possible that the XRMV is a frequent reagent contaminant but a human
genuine gammaretrovirus as well? Highly specific and sensitive serologic assays com-
bined with proper strict controls will be required to answer this important question.

Keywords: chronic fatigue syndrome, prostate cancer, XMRV, MLV.

CANCER DE PROSTATA

El hallazgo de mutaciones en el gen de la endoribonucleasa de expresién ubicua ribo-
nucleasa L (RNasa L), componente del sistema innato de defensa antiviral en vertebra-
dos superiores, en cdncer de préstata familiar (1-3), llevé al equipo de DeRisi a identifi-
car, en el ano 2006, un nuevo gamma retrovirus al que denominaron virus xenotrépico,
relacionado con el virus de la leucemia murina 0 XMRY, en los tejidos de entre 8 y 20
pacientes (40%) homocigotos para la mutacién QQ (R462Q) de la RNasa L (4).

Los tres genomas completos recuperados de los virochips utilizados en el screening
resultaron idénticos en > 98% de su secuencia y estaban relacionados con la familia viral
de la leucemia murina (MLV) (hasta el 95%), lo que indicaba infeccién por un mismo
y novedoso virus.
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Los polimorfismos detectados en estos tres genomas y la identificacién de diversos
sitios de integracion en el genoma humano de los pacientes llevaron a los autores a con-
cluir que se trataba de infecciones independientes de variantes naturales de un mismo
virus: el XMRV (4).

¢Era posible, por tanto, que tal como ocurre con otros gamma retrovirus animales
el nuevo XMRYV, primer gamma retrovirus identificado en humanos, pudiera resultar
oncogénico? ;Y que su presencia en la préstata de pacientes con mutaciones QQ hubiera
resultado favorecida por la ausencia de mecanismos antivirales efectivos: reduccién en
actividad RNasa L y la conocida falta de expresién del factor antirretroviral citidin dea-
minasa APOBEC3G en este tejido (5)?

Cinco afos después de su identificacién no sélo no se cuenta con respuestas conclu-
yentes a estas preguntas, sino que ademds los resultados de estudios adicionales en otros
grupos de pacientes son ampliamente dispares. Asi, podemos encontrar desde datos a
favor de una asociacién entre la presencia del virus y la agresividad tumoral (6 )hasta
una total ausencia del virus en tejido de cdncer de préstata (7-9), pasando por estudios
en los que el virus se detecta en baja frecuencia (1-2%), tanto en poblacién sana como
en enferma (10 y 11).

Estas incongruencias se han atribuido principalmente a diferencias entre ensayos,
estadios de la enfermedad y factores genéticos y/o geogrificos de la poblacién.

En un reciente estudio en colaboracién con los laboratorios Abbot, E Villinger in-
fectd Rhesus macaques con el virus XMRV mediante inoculacién intravenosa, y encontré
que el virus se localizaba en el epitelio de prostata a los 6-7 dias postinfeccién, mientras
que a los 291 dias solo era detectable en las células estromales de ese tejido. Esto podria
explicar las diferencias en la localizacién celular encontradas por los grupos de DeRisi
(4) y Singh (6). No se hall6 evidencia de patogénesis en un periodo de nueve meses, pero
si se detectd seroconversién y replicacién viral a varios tiempos postinfeccién concor-
dante con una infeccién crénica establecida (12).

A favor de la hipétesis de xenoinfeccién humana encontramos un reciente articulo,
de mayo del 2011 (10), que detecta la presencia de dcido nucleico del XMRV en casi un
2% de los 162 tejidos de cincer de préstata analizados, e incluye controles aceptables
para asegurar la ausencia de ADN contaminante de ratén.

Los gamma retrovirus pueden cruzar la barrera de especies e infectar a huéspedes de
diversos taxones, de hecho, algunos, encontrados en koalas y gibones podrian proceder
de roedores asidticos (13 y 14). Otro ejemplo conocido de transmisién de retrovirus en-
tre especies durante la evolucién lo constituye el virus de la inmunodeficiencia humana
HIV-1 (15). Por tanto, debemos permanecer vigilantes y concienciarnos de los riesgos
que los xenotransplantes y el uso de productos derivados de animales suponen para la
poblacién.
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La Asociacién Americana de Bancos de Sangre (AABB) ha instado a sus miembros
desaconsejar a pacientes de SFC que donen su sangre o productos derivados como me-
dida preventiva, a la espera de conocer si efectivamente el XMRV u otros virus xeno o
politrépicos murinos estdn relacionados con el SFC (16).

SINDROME DE FATIGA CRONICA

La publicacién en la revista Science, en octubre del 2009, del articulo “Detection of
an infectious retrovirus, XMRYV, in blood cells of patients with chronic fatigue syndro-
me” por Lombardi et al. (17) cre6 grandes expectativas en pacientes, médicos y comu-
nidad cientifica en general —ha sido citado en 221 ocasiones por otros autores (18)— al
vincular por primera vez la infeccién crénica de un gamma retrovirus llamado xenotropic
murine leukemia virus-related virus (XMRV) con una enfermedad llamada sindrome de
fatiga crénica (SFC), prevalente y debilitante, que afecta preferentemente a pacientes
jovenes y supone una pérdida importante de calidad de vida cuantificada en QALY
(19). Lombardi et al., mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) anidada
sobre ADN genémico de 101 pacientes diagnosticados de SFC, disefiada para amplificar
secuencias gag del XMRYV, detectaron un 67% de pacientes que hipotéticamente conte-
nian dicha secuencia incorporada a su ADN. Sélo en un 3,7% de controles sanos la PCR
fue positiva. Ademis, este hallazgo se confirmé en un grupo de pacientes independiente.
Para establecer que dichas secuencias detectadas se expresaban en forma de proteinas
virales se realizaron determinaciones mediante citometria de flujo y Western-Blot (WB),
empleando anticuerpos monoclonales frente a antigenos env y gag y antisuero de cabra
inespecifico que reconocen todas las especies politrépicas y xenotrépicas de los murine
leukemia virus (MLV), grupo al que pertenece el XMRV. 19 de las 30 muestras sangui-
neas de pacientes con SFC fueron positivas, ninguna en los sujetos control estudiados.
Los autores también pretendieron demostrar la infectividad de las células mononuclea-
das de sangre periférica de los enfermos de SFC sobre lineas celulares inmunoincompe-
tentes, como la LNCaP de cdncer de préstata, mostrando por WB no sélo la expresion
de gagy env sino también la aparicién de viriones mediante microscopia electrénica.

Este articulo abria la prometedora posibilidad de tratar el SFC como una infeccién
viral, incluso se demostré in vitro la efectividad de algunos antirretrovirales frente al
XMRY, asi como un camino expedito a ensayos clinicos que pudieran demostrar la efi-
cacia clinica de dichos firmacos (20).

Sin embargo, como cabia esperar, diversos grupos han intentado reproducir dichos
resultados en distintas cohortes de pacientes con SFC en diferentes dreas geograficas,
incluyendo un estudio en Espafia en pacientes con fibromialgia, con un resultado sor-
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prendente: la 70 asociacién de SFC y la infeccién por XMRV (21-28). ;En qué radica
esta discrepancia? Diversos autores han aducido distintas razones que podrian explicar
la no reproducibilidad de los resultados de Lombardi et al.: se podria tratar o bien de
una cohorte inadecuada de pacientes al provenir la mayoria de las muestras de un “brote
epidémico” de SFC en Nevada en los afos ochenta; o bien de pacientes con alguna for-
ma de inmunodepresién determinada por anomalias cualitativas o cuantitativas en sus
citoquinas (29 y 30). Pero la hipétesis mds preocupante es la critica metodoldgica (31),
que ha puesto en entredicho el disefio de la reaccién en cadena de la polimerasa emplea-
da, dado que el producto obtenido podria ser perfectamente el ADN de un conocido
contaminante biolégico de laboratorio, el MLV, que habria contaminado las muestras
originales del estudio de Lombardi et al. Asi, Paprotka et al. (32), en un muy elegante
y reciente articulo también publicado en Science, en el que combinan secuenciacién,
filogenética y probabilistica, se han retrotraido al ancestro del XMRV y proponen que el
virus se origind en el laboratorio, al recombinarse dos MLV durante los experimentos de
xenoinjerto en ratén de tejido de cdncer de préstata humano, en concreto la linea celular
22Rv1. Ademis, en este mismo nimero de la citada revista, Knox et al. (33) estudian
las muestras sanguineas de 61 pacientes diagnosticados de SFC del mismo centro sani-
tario del estudio original de Lombardi et al., incluyendo a 43 pacientes que previamente
habian resultado positivos para la infeccién crénica por XMRV. El andlisis sistemdtico
de Knox et al. de dcidos nucleicos virales, infectividad y respuesta inmune mediada por
anticuerpos no detecté ni rastro del XMRV en ninguna de las muestras.

A la luz de los datos presentados, la credibilidad del estudio de Lombardi et al. es,
al menos, cuestionable. En cualquier caso, la implicacién de los MLV en el SFC sigue
abierta, ya que al menos otro grupo de investigadores independiente ha publicado una
serie de pacientes positivos (86,5%) empleando PCR anidada para el gen gag de otro
virus MLV-/ike (34). Por tanto, serdn necesarios futuros estudios independientes, adicio-
nales e idealmente ciegos para substanciar o no esta relacién SFC/XMRV/MLV.

Tal como recomendé el Dr. Cingoz durante el Primer Taller Internacional sobre el
XMRYV (17 Internacional Workshop on Xenotropic Murine Leucemia Virus-Related Retro-
virus), celebrado durante los dfas 7 y 8 de septiembre del 2010 en el Instituto Nacional
de la Salud (NIH) de EE. UU. (35), estos estudios deberdn, de forma imprescindible,
incluir controles de alta sensibilidad para la deteccién de ADN de ratén, como los dise-
fiados para detectar particulas tipo A intracisterna (IAP), presentes en aproximadamente
1.000 copias por genoma haploide que complementen los controles de ADN mitocon-
drial murino ya en uso.

La etiologfa viral del SFC ha sido sugerida anteriormente. En un estudio muy similar
alos de Lombardi et al. (17) y Lo et al. (34), realizado hace veinte afnos, el grupo de De-
Freitas detect6 una prevalencia significativa del retrovirus humano linfotréfico de células
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T tipo II (HTLV-II) en enfermos de SFC (36). Como estd ocurriendo con los estudios
del XMRYV, que por cierto no citan este articulo, otros grupos de investigadores en EE.
UU. e Inglaterra no pudieron encontrar asociacién alguna en sus cohortes de pacientes
(37 y 38). Los autores de este articulo publicado en la prestigiosa revista norteamericana
Proceedings of the National Academy of Scienceno se retractaron de sus afirmaciones y pa-
rece que tras veinte anos esta historia ha quedado en el olvido. A la vista de lo expuesto,
¢no cabria preguntarse si los resultados que obtuvo el laboratorio de DeFreitas en 1991
pudieron asi mismo deberse a un problema metodolégico que en esa ocasién pasd des-
apercibido?

En conclusién, aunque actualmente hay un mayor niimero de estudios publicados
que ponen en serias dudas la existencia del XMRV y su capacidad infectiva en humanos,
estos no explican en su totalidad algunos de los hallazgos de otros autores, incluyendo la
distribucién altamente desigual entre cohortes de pacientes y poblacién sana de algunos
estudios, el establecimiento de una infeccién crénica en Rhesus macaques y la presencia
de secuencias genédmicas humanas flanqueando las TR virales en ADN aislado de tejido
de cdncer de préstata de 9 pacientes (39).
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