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3-GAG-POL-ENV-pX-3’: Organizacion del genoma del HTLV-L,

ANTI-IGg: Inmunoglobulina con especificidad en contra Ia inmunoglobulina G humana,
ARBOVIRUS: “Arthropod Born Viruses” virus que posee ciclo de sintesis viral en
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metoxispirol{ 1,2-dioxietano-3,2’-(5"~cloro)triciclof3.3.1,1""]decan}-4-il)fenil fosfato.

e D.O : Absorbancia expresa en densidad optica.
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DNA: Acido desoxirribonucieico.

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP,dTTP): desomucledtidos trifosfatos, deoxiadenosina
/deoxiguanosina/deoxicitosina/deoxitimidina trifosfatos.

EDTA: Acido etilenodiaminoacético.

ELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” ensayo inmunoenzimatico.
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FUNAL Organizacion del Gobierno Brasilefio, Fundacion Nacional de Asistencia al
Indio.

GAG: Region genémica del HTLYV que codifica para las proteinas del capside viral,
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envoltura viral de HTLV-L.

gpA6 : glicoproteina con peso molecular de 46 Kd, situada externamente a la eavoltura
viral de HTLV-L
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HAM: Mielopatia asociada al HTLV-L.

HBYV: Virus de la Hepatitis B.

HIV-L II: Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo Iy II.

HLA: Antigenos Leucocitarios Humano.

HLA-Bw62: Tipo especifico de antigeno del HLA, todavia aun por definirse “W”
(wol'kShOP).
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LiCl: Cloruro de Litio.
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de la respuesta inmunologica celular,
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LTR: Secuencia repetitiva terminal presente en los extremos terminales de retrovirus.
MMTYV: Retrovirus de] tumor mamario de ratones.

NaOH: Hidréxido de sodio.

NBT-BCIP: Azul de Nitrotetrazolio- 5-Bromo-4-cloro-indolil fosfato.

nm: Nanémetro, 10° milimetros,

NONIDET p40: Solubilizante de proteinas.

p19: proteina de 19 Kd del core del HTL V-1.

p24: proteina de 24 Kd del core del HTLV-1.

pAltax: proteina de 40 Kd de la region pX del genoma del HILV-L

P55/53: proteina de 55 a 53 Kd precursora de las proteinas de core del virus.

PA: Método serologico de aglutinacién con particulas de gelatina para la deteccién de
anticuerpos ant-HTL V-1

PCR: Amplificacién génica en cadena.

pfu: DNA polimerasa de una bacteria, Pyrococcus furiosus.

poliA: Secuencias repetitivas de Adenina que ocurre en el RNA mensajero.
PRIMERS: Secuencias que sinalizan el inicio de la replicacion del 4cido mucleico.
PTLV: Denominaciou genérica de los retrovirus de primates con tropismo por linfocitos
I

REX: Proteina del HTLV-I codificada por Ia regién pX.

RIP: Metodologia serolégica de Radioinmunoprecipitacién.

RNA: Acido nibomucleico.

RNATr: Acido ribonucleico ribosdmico.

RNAsa: Enzima con actividade nibonicleasica.

RNAt: Acido ribonucleico transportador o de transferencia.
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RPM: Rotaciones por minuto.

S: Unidad Sverdeberg para medir la migracién de moléculas en un campo gravitacional

bajo rotacion.

SDS: Dodecil Sulfato de Sodico.

SIDA/AIDS: Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida.

SOUTHERN BLOT: Método par la deteccion de secuencias de DNA en agarose.
SSCP: Polimorfismo Conformacional de Cadenas Simple de DNA

STLV-I: Retrovirus simio con tropismo por linfocitos T, tipo 1.
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TAX: Secuencia génica del HTLV-ly IL

TCGF, TAC: Factor de crescimiento para linfocitos T o interleucina 2.
TCL-Kan.: Linea de células T infectadas con el HTLV-I de un acarreador del virus.
TRANS: Mecanismo de activacién génica por medio indirecto.

TSP: Paraparesia Tropical Espastica.

U3/R/US: Secuencia regulatoria de retrovirus contenidas en ¢l LTR.
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WB: Western Blot o Inmunoelectrotransferencia.
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Resumen.

Hace ya mas de una década que Poicsz ef al' aislaron & primer retrovirus
involucrado neoplasias humanas, el virus humano tipo 1 con tropismo por linfocitos T
(HTLV-I),

Dos enfermedades, la Leucemia/Linfoma de Linfocitos T de adultos (ATLL), de
caricter neoplasico, y la Paraparesia Tropical Espastica (TSP) o la Mielopatia
Asociada al HTLV-1 (HAM), patologia cromico-degenerativa, fueron eticlogicamente
vinculadas al HTLV-1?

En Japon, se detectaron las areas de mayor endemicidad al HILV-I y a las
enfermedades que causaban, ATLL. y HAM.** Bl Caribe y Africa Central, también se
revelaron como 4reas de elevada incidencia del virus. >

Estudios mas recientes han detectado alta seroprevalencia del HTLV-I en
Sudamérica ¢ Islas del Pacifico sur, y curiosamente, entre los aborigenes de estas #reas. ™
Otras 4reas de menor endemicidad fueron enconiradas en diferentes partes del mumndo,
asociando algunos ipvestigadores este hallazgo, a la migracion de individuos de la raza
negra a diferentes continentes, por creer que el virus se haya originado en Africa™* Sin
embargo, los hallazgos de alta scroprevalencia del HTLV-1 entre aborigenes, en
Sudamérica,” Centroamérica,'! Pacifico sur,® Japon’> Filipinas,”” Taiwan" y Rusia,'*
provocan upa polémica acerca del tema

En 1982, Kalyanaraman et al."® detectaron un retrovirus altamente  relacionado
antigénicamente al HTLV-I, denominado HTLV-[I. Prucbas seroldgicas y de analisis
molecular han demostrado que en muchas éreas en que se creia estar circulando el HTLV.],
en realidad estd presente ¢l HTLV-Ul o otro retrovirus antigénicamente relacionado.
Actualmente hay mmcha controversia en cuanto al papel del HTLV-II en patologias
humnnas."*“

Datos preliminares obtenidos por nosotros en colaboracién con Maruyama, en que
se demuestra la presencia de anticuerpos solamente en contra de péptidos del GAG del
HTLV-VI[, no fueron suficientes para convencer a la conmunidad cientifica de la
existencia del HTLV en la Amazonia brasileiia.’ En este trabajo s¢ confirma la circulacion



del HTLV-I, bajo la demostracion de anticuerpos anti-HTLV-1 para el GAG, ENV y
p40tax, asi como la amplificacion y deteccion de regiones génicas del virus en el suero
de individuos HTLV-I seropositivos.

La tasa general de prevalencia para anticuerpos anti-HHTLV-I es de 0.56 %
(12/2,131), distribuidos entre pacientes neoplasicos 1.17 % (4/390), individuos del grupo
control 0.38 % (3/770), profesionales de salud 1.76 % (3/170), amerindios amazonicos
0.21 % (1/487) y familiares de individuos HTLV-I seropositivos, 14.28 % (2/14)*; los otros
grupos que fiteron estudiados, inmigrantes japoneses y sus descendientes(100), pacientes
con enfermedades neurologicas (37), pacientes con enfermedades ginecologicas (104),
pacientes con genopatias y sus progenitores (60) y pacientes con neuropatias (37), todos
resultaron seronegativos al HTLV-I. La seroprevalencia general para el HTLV-1 dismimy6
a 0.49 % cuando s¢ sumd a la poblacion de 2,131 individuos, otras 684 muestras que fueron
Unicamente sometidas a ELISA, los cuales estaban distribuidos en: un grupo de HIV
seropositivos con una seroprevalencia de 0.63 % (2/316) v ningun seforeactor emtre
pacientes con malaria (0/168) y donadores de sangre (0/200).

Los simios amazdnicos resultaron seronegativos a HILV-I (0/134), micatras que
8.33 % (2/24) de los simios africanos presentaron anticuerpos anti-HTLV-I/STLV-L

El hallazgo mas interesante fue la alta seroprevalencia para el HILV-L de 63.63 %
(7/11) entre profesionales de salud y pacientes neoplasicos, expuestos largo tiempo a la

Hubo una mayor incidencia de infeccién por e/ HTLV-I entre omjeres 75 % (9/12),
particularmente entre pacientes con neoplasia cefvicouterina Entre individuos del grupo
control, se ballé un foco de infeccion por el HTLV-I en una villa pesquera en la isla
de Marajo, en la desembocadura del rio Amazonas.

Nuestros datos sugieren que el HTLV-I no sea autéctono entre amerindios
amazomicos y que exhibe limitada wvariacion antigeno-genémica en relacién a los
prototipos del HTLV-I circulante en el mundo.

*Huobo an individuo HTL V-1 seropositivo que fue clasgificado sinmitAneamente como Profesional de salod y
familiar de individoo HTL V-1 seropositivo,



1. Introduccién.

Los virus, por sus caracteristicas peculiares de pardsitos intracelulares, se posesionan
de la maquinaria bioquimica de la célula para la sintesis de sus moléculas y, en algunos
casos, integran su material genético en el DNA del cromosoma de 12 célula hospedera,
aiterando la expresion de los genes celulares, empezando mwuchas veces en este
momento el mecanismo oncogénico'™".

Ea log animales, hay un gran nimero de virus involucrados en procesos neoplisicos,
mientras que, en el hombre, se conccen pocos virus, que comprobadamente se ha
observado la relacion causa-efecto, entre virus y oncogénesis™?,

Actualmente se sabe que el virus de EpsteinBam esta etiologicamente
relacionado con el linfoma de Burkiit y el carcinoma nasofaringeo™. Ademas de este,
s¢ podria mencionar los papilomavirus, en los que se ha detectado la integracion y
expresion de su genoma en cétulas neoplasicas del cerviz uterino™; los virus de la Hepatitis
B (HBV) y de la Hepatitis C, involucrados como agentes etiologicos del hepatocarcinoma
cetular®, y el HTLV-L, ¢ agente etiolégico de Leucemia/Linfoma de Linfocitos T de
Adultos'”,

En relacion a otros virus que podrian estar involucrados en l1a etiologia de
neoplasias humanas todavia no se tiene datos concluyentes, como por ejemplo, ocurre
con &l Herpes Simplex tipo 1y el Herpes Simplex tipo I y los Adenovirus'*?,

Distintos son los mecanismos por los cuales los virus inducen el proceso neoplasico.
Los virus DNA de una manera general dependen de la expresion direcia de
determinados loci génicos propios para el desarrollo del proceso neoplasico”. Los RNA
virus, representados por el gran grupo de los retrovirus, en su gran mayoria traen en su
genoma, recombinantes de oncogenes que cuando infectan células hospederas, inducen el
proceso neoplisico?, Otros retrovirus, como el HTLV-L, I y el virus de la leucemia
bovina 0o acarrean oncogenes, pero inducen €l proceso neoplisico, mediado por genes
Propios con fimcién reguladora de la expresion viral y, que por "accidente” o tropismo se
dirigen @ loy genes cefulares, activando de una forma patologica mecanismos
mvolucrados en I proliferacion y diferenciacion cetular’**',



La asociacidn etiologica del HTLV-I con el TSP/HAM fue uno de los factores que
incitaron estudios epidemiolégicos del HTLV-1 en Sudamérica, particularmente en areas de
elevada incidencia de TSP, como en la region norte>".

Los retrovirus de primates con linfotropismo T, PTLV, (HTLV-L HILV- ¥
STLV-I) derivan de un ancestral commin, y el hecho que la variabilidad genética de un
PTLV sea directamente proporcional al tiempo que este agente esta circulando una
poblacion®™, ha proporcionado informacién para estudios de antropologia fisica,
particularmente en las rutas de migracién del hombre y simios entre los continentes, asi
como en la comprension de los mecanismos de evolucién de los protooncogenes™. Por
otro lado, no estd muy claro el papel de los PTLVs en la patogénesis de las
enfermedades que se les atribuye”.

Basado en lo anteriormente €éXpuesto, nOSotros colaboracion con Maruyama,
realizamos estudios preliminares y pioneros, con el objeto de detectar la presencia del
HTLV en la Amazonia brasilefia’. Sin embargo, es reciente el cuestionamento en cuanto
a la clasificacién del oncornavirus humano y, algunos investigadores todavia no aceptan
una subdivision del HTLV en tipos I y I, basado en la hipétesis de que, dependiendo del
grado de maturacion del virion en la célula y su interacion con los antigenos de
histocompatibilidad humano, se determina esta subdivisién en HTLV-1 y HTLV-1I, con un
ancestral comin a ambos.

Este trabajo de tesis planted esclarecer las dudas referentes a los primeros datos
obtenidos sobre la existencia del HTLV én la Amazonia brasilefiz, y extenderse un poco
més, tratando de determinar qué tipo de HTLV circula, su prevalencia en diferentes freas
y en diferentes poblaciones humanas.



2. Objetivos.

Identificacion del HTLV circulante y mapeo de las zomas endémicas en
poblaciones humanas de 1a Amazonia brasilefia.

2.1. Objetivos especificos:

a)Determinar la seroprevalencia del HTLV entre distintas poblaciones de la Amazonia
brasilefia.

b)DetedardgmomaproviraldelH’l‘LVelDNAdelinfocitos de individuos
seropositivos al virus y comparar el provirus con los prototipos del HTLV-I y HTLV-IL

¢)Clasificar taxonémicamente el virus detectado.



3. Importancia.

Los retrovirus se han vuelto un problema de Salud Pablica. El HTLV-I todavia
sigue siendo ignorado por las mioridades sanitarias en muchos paises de Latinoamérica.

El virus, por su caracter patogénico, etiolégicamente involucrado en hemoblastosis
y enfermedades neurodegenerativas, es tema de imtensa investigacion, tanto a mivel
epidemiolégico como de biologia molecular, sin embargo, escasos son los datos
seroepidemiologicos que indiquen las &reas de mayor o menor incidencia del virus en

Particularmente en s region Amazdnica, Black et af. (datos no publicados),
nosotros en colsboracién con Maruyama’ y Kanzaki et al” reportan la deteccion de
anticuerpos para el HTLV- en diferentes grupos de aborigenes y poblaciones urbanas.
Sin embargo, ¢l perfil de 1a respuesta inmune al virus, de los individuos supuestamente
HTLVI seropositivos no esclarecen si es realmente un HTLV.

El patron genético de los individuos y las diferentes varisciones antigeno-
genémicas del HTLV, reflejan diferencias en ¢l tropismo viral y lz respuesta del
hospedero  obviamente determinando las variadas manifestaciones clinicas de la infeccion
por el HTLV.,

Los datos que se obtengan referentes a variacion génica del HTLV circulante en la
Amazouia bragilefia situaria el virus entre otras cepas en el mundo, aportando informacion
que podria contribuir a ditucidar el origen y ruta de evolucién de los HTLV y también en
estudios relacionados al origen y migracion del hombre en el continente americano, ademés
de que, el comportamiepto del virus en las distintas poblaciones en que s¢ encuentre nos
informa algo acerca de las caracteristicas de la relacion pardsito-huésped que podria
proporcionar datos para medidas profilaticas a infeccion por el HTLV, no sélo en Brasil sino
también en otras éreas en el nundo.

Por otro lado, evidencias que demuestren la circulacién del virus en las poblaciones
furales y urbanas, convencerian a las autoridades del Ministerio de Salud a volver
obligatorias las pruebas serol6gicas para la deteccion de anticuerpos anti-HTLV en Bancos
de sangre y congéneres a fin de prevenir la diseminacion def virus.



4. Antecedentes.

Los factores y mecanismos que llevan a una neoplasia son diversificados,
mumerosos y en la gran mayoria poco comprendidos™ %, Tratandose de agentes
biolégicos, especificamente los virus, en el inicio del siglo, Vallée & Carre” demostraron
en 1904 que un agente filirable era responsable de la Anemia Infecciosa Equina. En
1908, Ellerman & Bang” demostraron que la leucemia aviaria y otras neoplasias de
tejido hematopoiético podrian transmitirse por virus, Posteriormente, en 1911, Peyton
Rous™ reveld que un sarcoma podria transmitirse de forma similar en pollos.

En 1942, Bittner” demostrd que el "agente de la leche" de ratones era un virus
(virus del tumor mamario de ratones, MMTV). En 1951, Ludwik Gross® reporté el
aislamiento del primer virus de leucemia de mamiferos, hoy denominado el virus de la
leucemia de Gross. A partir de entonces, muchos otros aislamientos de virus se siguieron de
una vanedad de leucermas y sarcomas de diferentes especies de animales. Sin embargo, el
hecho de que, se manipulaba con animales de laboratorio, mo convenciza a Ia
communidad cientifica del papel oncogénico de los virus, hasta que, de felinos satvajes y
domésticos se aisld el virus etiologicamente relacionado con neoplasias, el virus del
sarcoma/leucemia de felinos 7,

Aunque, en todas las escalas zoologicas de veriebrados y hasta de primates no
humanos se habia aislado wvirus tumorigénicos®™, la bisqueda incesante de virus
oncogénicos en el hombre culmin6 con la visualizacién por Aschong, Epstein y Barr™ de
particulas virales por microscopia electronica en  células cultivadas a partir de linfoma
de Burkiit de un nifio africano en 1964. Sin embargo, slo recieptemente se pudo afirmar
que ¢l virus de Epstein-Barr esté4 involucrado en la etiologia del linfoma de Burkitt asi como
del carcinoma nasofaringeo” .

Los primeros virus con los cuales se pudo establecer el vinculo etiologico con
neoplasias fueron denominados oncomnavirus, por tener su material genético constituido de
RNA*. En e hombre, e primer virus relacionado etiologicamente con neoplasias posee
DNA como material genético™. El aislamiento de RNA virus de neoplasias ocurrié después
que Baltimore™, Temin y Mizutani®, en 1970, demostraron la presencia de la
transcriptasa inversa, una DNA polimerasa dependiente de RNA, imprescindible para la



gintesis de DNA viral tomando como molde et RNA viral y para la propia integracién del
DNA viral en el cromosoma de la céhila hospedera. En principios de los afios 70, la
existencia de retrovirus humanos era todavia mmy discutida. Sin embargo, en aquel
entonces, Hehlmann ef al™ en 1972, obtuvieron evidencias experimentales de la
presencia de retrovirus humanos, en base a la demostracién de la actividad de la
transcriptasa inversa endégena asociadaa un RNA de 70 S en extractos de citoplasma
humano. También, como factor decisivo para el aislamiento de los RNA virus
oncogénicos, s¢ mencion2 la caracterizacidn y uso de la interleucina 2 por Mier ef al®,
en cultivo de linfocitos, logrando cultivos de larga duracién, indefinidos, lo que permiti6,
en 1980, después de muchos intentos a Poicsz ef al.*, aislar y caracterizar el primer virus
RNA humano oncogénico, ahora demominado HTLV-I, de un paciente con linfoma
cutaneo (linfoma de linfocitos T) y posteriormente, el tipo I, fue también aislado en los
EU. en 1986, del bazo de un paciente con una variante de Leucemia de Linfocitos T
Pilosos. El HTLV-II presema cerca de 60 % de homologia del dcido mucleico con el
HTLV-I. Bl HTLV-l no ba sido asociado definitivamenie con minguna patologia, sin
embargo, el aislamiento del virus de dos pacientes con una variante muy rara de leucemia
de céhilas pilosas sugieren un papel potencial del virus enm cuadros
linfoproliferativos'>'®. Actualmente los retrovirus han sido descritos en animales de
diferentes grupos taxonémicos, incluyendo peces, anfibios e insectos”.

4.1. Biologia de los Retrovirus.
4.1.1. Clasificacién de los Retrovirus.

Los oncornavirus actualmente reciben la denominacion de Retrovirus, por el hecho
de que acarrean en su estructura y codifican en su genoma, la transcriptasa inversa®.

Los virus RNA que poseen la transcriptasa inversa, estan clasificados en la familia
Retroviridae, constituida de las subfamilias oncovitinge, lentivirinae y spumavirinae,
abarcando un largo espectro de hospederos, desde los invertebrados a los vertebrados?".

En la subfamilia oncovirinae estan agrupados 108 virus que inducen una amplia gama
de neoplasias; fueron los primeros virus asociados con cincer. Muchos de estos  virus



son  agentes veoplisicos obligatorios, acarreando en su genoma oncogenes,
responsables para el desarrollo del proceso neoplasico. Los oncovirus estan subagrupados
en los tipos A, B, C y D de acuerdo a propiedades morfologicas especificas, micialmente
descritas por Bernhard con el empleo de la microscopia electronica. Las particulas
del tipo A carecen de poder infectivo y sdlamente han sido observadas en el interior de
la célula. Poseen estas pasticulas un core eléctron-licido recubiertas por unma doble
envoltura, generalmente de 60-90 nm de didmetro. Estas particulas enconiradas en las
cisternas celulares, pueden ser observadas en células que producen particulas del tipo C y
D, sin embargo, no se comprende su papel en la morfogénesis de los retrovirus. El
prototipo de este subgrupo, es el virus de ratén tipo A >,

Las particulas del tipo B exhiben pleomorfismo durante su brote a través de la
membrana cclular. Estas particulas poseen largas espiculas glicoproteicas, ain cuando su
mucleocore estd preso a la membrana. Después del brote, las particulas maduras
presentan mucleoides eléctron-densos, excéntricamente localizados. El prototipo de este
subgrupo es el virus del tumor mamario de ratones, MMTV 2,

Las particulas del tipo C solamente han sido observadas cuando empiezan a
brotar a través de la membrana celular. Durante el brote, los core eléctron-densos se tornan
eléctron-lGcidos 'y  se observan las espicules glicoproteicas virales recubriendo la
membrana plasmatica, que envuelve el core viral. Dos formas de particulas han sido
descritas, las formas inmaduras, con core eléctron-liicido y maduras con core eléctron-
denso. El virug de la leucemia de ratones es el representante de este subgrupo®.

Viriones del tipo D son observados intracelularmente, en forma de anillos
localizados cercanos a la membrana plasmitica, Las formas extracelulares presenian el
core eléctron-denso situado excéntricamente. De la envoliura parten cortas espiculas de
naturaleza glicoproteica. Como modelo de este subgrupo tenemos el virus de Mason-Pfiser
de monos™.

Los lentiviis incluyen agentes que inducen enfermedades neuroldgicas e
inmunodegenerativas, cronicas, con largos periodos de incubacion. En esta subfamilia estan
incluidos ef vitus de la Anemia Infecciosa Equina, el virus de la Encefalitis-Artritis
Caprina, el virus do la Inmumodeficiencia Bovina, el virus de Ia Inmunodeficiencia Felina, ¢l



virus de la Inmunodeficiencia Humana, tipos 1 y 2, y el virus de Maedi-Visna que es el
prototipp de este grupo. Moxfologicamente, los lentivirus presentan el mucleoide
incompleto durante ¢l brote prematuro y no disponen de una membrana eléctron-
hcida intermedia. En particulas virales maduras, el nucleoide presenta la forma
cilindrica?®.

Bajo la denominacion de Spumavirus, estan los retrovirus que a(n no se sabe si
inducen algun tipo de proceso patoldgico “in vivo™!. Generalmente son encontrados
como conmtaminantes de cultivos celulares, induciendo lesiones degenerativas vacuolizantes.
Estos agentes han sido aislados de células de bovinos, felinos, hamsters y humanos.
Presentan particulas pucleoides intracitoplasmiticas que son incorporadas a la superficie
celular durante el brote. Las formas maduras poseen nucleoide eléctron-hicido con

espiculas radiantes. De modo general, los retrovirus tienen un dismetro que varia entre 50-
150 nm™>,

4.1.2. Genoma del Virus.

Los retrovirus poseen RNA de cadena simple, dispuesto en dos cadenas idénticas,
unidas por un RNAt, de polaridad positiva, similar al RNA mensajero. El complejo
dimérico del RNA genémico sedimenta a 60-70 S, presentando secuencias de poli A de
cerca de 200 residuos en el extremo 3’ terminal y "capping” tipico en el 5' terminal. Ademas
de su RNA diploide y el RNAL, los retrovirus acarrean RNAr de la célula hospedera™*.

La transcriptasa inversa, con funcién polimerasa, RNasa, endomucleasa e
integrasa, transcribe el RNA viral genémico en un hibrido, DNA-RNA. La cadena negativa
del DNA es utilizada como molde para la transcripcion de la doble cadena de DNA,
mientras que la cadena de RNA es degradada por actividad ribonuclessica de la enzima. El
DNA genémico se circulariza y es tramsportado al micleo celular integrandose al DNA
cromosdmico de la célula hospedera, mediada por la actividad integrasa de la
transcriptasa inversa® =2,

El RNA gen6mico del HTLV-I se constituye de 9,032 micledtidos y posee en sus
extremos, secuencias terminales repetitivas largas de 754 muclestidos (LTR). Las
terminaciones repetitivas largas son responsables para la integracién del DNA proviral



en el DNA celular. La longrtud inmsual del LTR se debe a largas regiones de U3/R/US, que
juegan up papel importante €0 la integracion del DNA proviral y también en la regulacién
de la transcripeion del genoma proviral >+,

La cstructura genémica del HTLV-I se organiza en la siguiente forma: 5'-gag-pol-
env-pX-3, eslas regiones geénicas estdn presemtes en oiros retrovirus replicativo-
competeptes, con excepcion de Ia region pX. El gen gag que se inicia en ATG, en la
posicion 802 y termina €8 TAA, en la posicién 2089, codifica para uma proteina
fosforilada precursora, p55/53, que es procesada en 4 proteinas internas estructurales,
p28, p24, p19 (fosforilada) y p15. La region pol, que se inicia con GGC, en la posicion
2498, y terminaen TAA, enla posicion 5185, codifica para la transcriptasa inversa,
originando productos poliproteicos de 180-200 kd, procesada en una proteina de 90 Kd. El
producto de env, gp61/68, es procesado en polipéptidos que son glicosilados
originando gp46 y gp2l localizados al exterior y transmembranalmente al virion
mpecﬁvamenw”.

El HTLV-1y ¢l -II, como también el virus de la Leucemia Bovina presentan una
region abierta de lectura, pX, que cn diferentes fases codifica para 3 proteinas distintas,
que en el HTLV-I son designadas tax (p40), rex (p27) y p21, las cuales regulan la
replicacion y expresion de genes viralmycelulmm’,

El LTR del HTLV-I contiene un potenciador de la transcripcion,
consistiendo de tres repeticiones directas de 21 pares de base que son sitios de accién
indirecta en “trans” de la pdOtex. La accién transactivadora de la p40tax sobre los
genes celulares de la interleucina 2 y la subunidad o del receptor para la interleucing 2
(TCGF, antigeno TAC) induce la proliferacion indefinida de los linfocitos T
cooperadores contribuyendo al desarrollo del proceso neoplasico™. Experimentalmente
se ha obtenido la activacion de otros genes celulares también involucrados en la regulacion
de Jos procesos de proliferacion y diferenciacion 3™,

Métodos seroldgicos usuales (ELISA, PA, WB) no distinguen e HTLV-I del
HILV-IL. La reactividad inmunolégica cruzada es més acentuada entre los péptidos
codificados por la region GAG del genoma de estos viriones. Aunque la secuencia



nucleotidica del env de estos viriones presenten cerca de 65 % de homologia, es baja la
seroreactividad cruzada entre los péptidos codificados por esta region!>'%7.

Las secuencias terminales repetitivas (LTR) de estos viriones presentan muy baja
homologia, excepto en estrechos segmentos de oligomucledtidos localizados en
dominios funcionales como la region promotora, estimuladora de transcripcidon
(enhancer) y terminadora de la transcripcién®.

4.1.3.Variantes Genomicas y Evolucién de los PTLVs,

Bajo la designacién de  PTLV (Primate T-lymphotropic viruses), estin los
retrovirus del grupo C con tropismo por linfocitos T, que engloban virus que infectan
primates humanos y no humanos, siendo distintamente denominados HTLV-I HTLV-H y
STLVIY,

Entre las diferentes variantes del HTLV-1 en el mundo (Asia, Africa, Estados
Unidos, Caribe y Melanesia), el andlisis de la secuencia mucleotidica ha demosirado
variacion gendmica de aproximadamente S a 10 % entre ellos, siendo més significante la
variacién con el hallazgo hecho en Melanesia®,

Los prototipos del HTLV-1 y el HTLV-II comparten cerca de 62 a 65 % de su
secuencia proviral”.,

Basindose en las diferencias en los sitios de restriccion de endonucleases
(polimorfismo de restriccion enzimdtica), el mapa fisico del genoma de diferentes aislados
del HTLV-II provenientes de los E.U.A, en diferentes etnias (afroamericano, caucisico e
hispano) demestra que hay cerca de 5 % de variacion en el genoma de estos viriones,
lievando a creer que hay por lo menos dos subtipos®.

El STLV-, retrovirus simio con linfotropismo T, aislado de primates no humanoes
de Asiay Africa, ha sido clasificado muy cercano al HTLV-L, presentando entre 90 a 95%
de bomologia entre sus secuencias micleotidicas **.

Intentando trazar las rutas de evolucion de los PTLVs, a partir de datos obtenidos
de la evaluacion del grado de homologia entre las regiones mas conservadas y variables de
Sus genomas, el HTLV-II parece haber divergido del ancestral comfin al HTLV-I y
STLV-1 en un pasado remoto, mientras que ¢l STLV-I asiftico se segrego posteriormente
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y el STLV-I afiicano y el HTLV-I se separaron mas recientemente, llevando Poiesz" 2
soportar la hipotesis de que el STLV-1y el HTLV-I se hayan originado en Asia y que 1a
trangmision interespecies haya ocurrido en Africa, en oposicion a lo que sostiene Gallo®,
pués, seglin &l entre las diferentes variantes del HTLV-I en el mundo, las aisladas en
Africa ecuatorial presentan elevado grado de variacion en sus genomas, por haber estado
mis tiempo interaccionando con el genoma de sus hospederos, sufriendo por lo tanto
mmerosos cambios en 8u secuencia nucleotidica. Sin embargo, queda ain indefinido el
origen de los PTLVs, debido al hecho que, todavia en muchas regiones en el mundo en
donde se ha detectado serologia positiva para los HTLVs, no se ha aislado ¢ virug, ni
tampoco analizado su forma proviral **'.

Diversas técnicas de analisis de acido mucleico se han empleado para 1a deteccion de
variaciones en el genoma de PTLV, metodologias estzas mmchas veces complejas y
trabajosas. Técnicas mas sencillas que trataban de resolver pequefias variaciones en el acido
mucleico viral por manipulaciones en las condiciones de la cornda electroforética resultaron
satisfatoriag y recientemente empezaron a ser aplicadas en la bisqueda de variaciones
génicas de HTLV. En este trabsjo de tesis tratamos de probar ¢l empleo del andlisis de
polimorfismo conformacional de cadenas simple de DNA (SSCP) para la deteccion de
variaciones en el genoma de HTLV ““* El SSCP, como ¢l nombre indica, se basa en la
separacion de cadenas simple de DNA en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes, por lo tanto es un método sencillo para la deteccion de la presencia de
mutaciones en un segmento de DNA”.

4.1.4. Etiopatogénesis del HTLV-L,

Los retrovirus que infectan al hombre estdn incluidos en la subfamilia oncovirinae
(HTLV-1y HTLV-I) y lentivirinae (HIV-1 y HIV-II)*.

El HTLV-] fue el primer retrovirus aislado, en 1980 por Poiesz ef al.!, a partir de
cultivo de linfocitos de un paciente con una forma agresiva de neoplasia, "micosis fungoide”,
mAs tarde reconocida como Leucentia/Linfoma de Linfocitos T. Luego se asocio el HTLV-1
con una enfermedad endémica en el Sur de Japon™, la Leucemia/Linfoma de Linfocitos T
de adultos, descrita por primera vez en 1977 por Takatsuki et al ¥
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Estudios seroepidemiologicos revelaron otras areas endémicas a este virus en las
Islas del Caribe® y en Africa Central®. Més recientemente, en Sudamérica e Islas del
Pacifico Sur ge detectaron #reas de pronunciada endemicidad a una probable diferente
cepa del HTLV, pero muy relacionada antigénicamente, entre aborigenes nativos de estas
greas”™. Variog trabajos han reportado niveles elevados de seroprevalencia al HTLV-VII
entrc aborigenes en diferentes 4reas del mundo, comparados a otros grupos émicos' 2"

Ademis de la Leucemia/Linfoma de Linfocitos T, el HTLV-l fue relacionado
etiologicamente con procesos neurodegenerativos del Sistema nervioso central en
Japon, denominado Mielopatias asociadas al HTLV-I (HAM) * y Paraparesia Tropical
Espéstica (TSP) en el Caribe y Sudamérica”®. El periodo de incubacion del virus es nmy
largo, queddndose latente entre 20 a 40 aflos, giendo dificil de saber si un individuo
seropositivo para el virus, desarrollaré en el futuro alguna patologia inducida por el virus™.
Se ha observado que aproximadamente 1% de los individuos infectados por el HTLV-L,
desarrolla alguna enfennedad 2sociada hasta el momento con el virus *,

Algo que se ha observado con frecuencia es la presencia de anticuerpos anti-
HTLV-I entre pacientes con diferentes neoplasias (ademés de pacientes con ATLL),
comparéindose - a individuos aparentemente sanos™**,

El HTLV-] se comporta como un virus exdgeno, transmitido tanto por via
horizontal: contaminacién con sangre y/o sus productos infectados con el virus, via sexual
infectando €l hombre a la mujer; como vertical: via transplacentaria y leche materna de la
madre al hijo, Debido a ese comportamiento, varios estudios han reportado Ia infeccion
por el HTLV-1 en varios miembros de una familia™*.

Actualmente se han incrementado de forma importante los niveles de infeccion por el
HTLV-L en grandes metropolis, entre individuos adictos a drogas intravenosas, por ¢l
uso comit de agujas contaminadas y también por el comportamiento sexual de este
grupo™”. El HTLV-I es un virus muy débil, facilmente destruido en contacto con el medio
ambiente, SU transmisién como se menciond, ocurre cuando es acarreado en linfocitos
infectados en liquidos y tejidos biologicos. Como todos los retrovirus, posee envoltura que
adquiere de la célula hospedera y presenta espiculas de naturaleza glicoproteica, Curyos
péptidos son de origen viral®.
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Fl virion al brotar a través de la membrana de la célula infeciada, presenta un
formato esférico. Tiene tropismo selectivo por linfocitos T, CD4 (cooperadores),
interaccionando 12 glicoproteina del virus, gp46, con las células blanco, por medio de la
cadena B del receptor de la Interleucina 2. El HTLV-I cuando es cultivado "in vitro®,
induce la formacién de sincicios y células gigantes multimicleadas mediado por la gp21
transmembranal™**".

Hay trabajos reportando subpoblaciones de linfocitos B naturalmente infectadas,
dualmente, con el HTLV-1y el virus de Epstein-Barr. Se cre que linfocitos B previamente
transformados por EBV, expresarian en la membrana de sus células, recepiores para el
virus, comimmente encontrados en linfocitos T coopemdomssz.

La Leucemia/Linfoma de Linfocitos T de adultos se presenta como un linfoma, con
un espectro Gnico de sintomatologia clinica, consistiendo de leucemia, hipercalcemia,
infiliracién de la piél y también, involucrando a la médula csea. No todos los pacientes
exhiben toda esta gama de sintomas. La enfermedad ez causada por la proliferacion de una
clona (mica de células y usvalmente, una copis del genoma del HTLV-I estd clonalmente
integrada en la poblacién de céhulas leucémicas. Con 13 aplicacién del PCR, bajos niveles
de RNA viral han sido encontrados en células periféricas mononucleares de la sangre'**!,

lLa infeccibn virica provoca disturbios la funcién normal de los linfocitos
infectados, llevando generalmente a los pacientes con leucemia o linfoma de células T de
adultos a un estado de inmunodepresion, volviéndolos susceptibles a diversas infecciones
oportunistas™~®,

Las caracteristicas chinicas bésicas de TSP/HAM en difcrentes partes del mundo
parecen ser uniformes. Aungue el progreso de la enfermedad es gradual en mds de 60% de
los casos, eventos agudos reminiscentes de lesiopes vasculares o miclopatia transversa
también han sido descritos®, La progresién de la enfermedad es lenta e indolente en
muchos de los pacientes, alcanzando un pico de varios afios. Los signos neurol6gicos
son consistentes de lugar a lugar e incluye paraparesia espastica o paraplegia con reflexos
aumentados en las piemas en ls respuesta plantar extensora, con signos minimos
involucrando a la columna vertebral. Estos hallazgos, sumados a otros en distintas areas
sugieren la ocurrencia de puntos de desmiclinizacion y remielinizacién a lo targo de
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los nervios, tal vez inducido por un proceso como una vasculitis involucrando la vasa
pervorum™®,

Probablemente el mecanismo de patogénesis se explique por la expresion de
antigenos de Histocompatibilidad de clase I en células de la glia, inducidos por la p40tax
en el sistema nervioso central, produciendo reacciones inflamatorias por la asociacion de
glicoproteinas virales con antigenos de histocompatibilidad mediadas por células T
cifotoxicas que reconocen e dueto. Normalmente, las células del sistemna nerviosc central
0o expresan antigenos de histocompatibilidad en sus membranas®**!.

En la patogénesis de TSP/HAM, la infeccién por el HTLV-I parece ser un pre-
requisito. De hecho, en TSP/HAM, el porcentaje de céhulas monomicleares de la sangre
periférica policlonalmente infectadss por el DNA proviral del HFLV-I es mucho mas alto
que células mononucleares de portadores sanos, como también son los titulos de
anticuerpos en el suero y liquido cerebroespinal y el porcentaje de células T activadas y
células similares a las leucémicas de ATLL. Productos virales de linfocitos T activados
son encontrados en el liquido cerebroespinal de pacientes con TSP/HAM, por otro lado
células endoteliales infectadas virus liberan también productos virales que podrian causar las
lesiones patologicas en TSP/HAM directamente en el microambiente de estas células
infectadas o a distancia. Otro posible papel de 12 p40tax en ¢l sistema nervioso central cs
sugerido por el hecho que ratones transgénicos con la proteina tax del HTLV-I desarrollan
neurofibromas, debido a que la p40 tax puede activar en “trans”, el promotor del factor de
crecimiento de 1as neuronas™ -,

Se ha demostrado que el nivel de expresion del HTLV-1 "in vivo" en pacientes
con TSP/HAM es independiente de la severidad de Ia sintomatologia clinica y de la
duracién de la enfermedad, asi como, de que la mamitencion de la expresion viral "in
vivo", { especialmente de genes regulatorios de tax-rex), pueda jugar un papel importante
en el curso clinico lentamente progresivo de TSP-HAM. Decididamente, linfocitos T
citotoxicos especificos ea contra de antigenos del HTLV-I contribuyen a la patogénesis
de enfermedades neurolbgicas asociadas al HTLV-T *.

Hay muchas controversias con respecto al origea de HILVs y HIVs como
también a qué grupos raciales o étmicos son mas susceptibles a la infeccién de estos

14



retrovirus. Gallo” propone que los retrovirus humanos se hayan originado en Afiica y
hayan sido llevados a las Islas de Japbn por los navegantes portugueses. También lanza
la hipotesis que durante el trafico de negros de Africa al continente americano como
esclavos, sc haya introducido €l virus. Trabajos en Europa, U.S.y Sudamérica, siempre
mencionan que los pacientes de ATLL o neuromielopatias son de raza negra o japoneses o
descendientes®™**. Sin embargo, Yoshida et al,"> detectaron anticuerpos anti-HTLV-I en
Filipinas, entre aborigenes que vivieron muchos siglos aislados, remontando Su origen
hace 15.000-20.000 afios atras. En las Islas del Pacifico Sur se detect6 una elevada
endemicidad para e HTLV-I entre aborigenes y también, entre nativos indigenas de
Ia regién Amazénica **

En la basqueda del HTLV-I como patogeno responsable de otras enfermedades
autoinmunes como esclerosis miltiple/artritis reumatoide,”®®  psorfasis,”  Fipus
efitematoso sistémico,”’ sindrome de Guillain-Barré™ y etc..., existe controversia entre los
diferentes reportes % unos mencionan la deteccién de anticuerpos para ¢l HILV-I
en pacientes con enfermedades autoinmmnes®®"%, otros no han conseguido detectar el
DNA proviral del HTLV-1 por técnicas muy sepsibles como ¢l PCR.*%"# Otros han
observado por microscopia electronica, particulas virales que se asemejaban
morfolégicamente al HTLV-L sin duda, particulas def tipo C. ™ Perron ef al.” y Haar
et al. ® describen la presencia de retrovirus en cultivo de células monomcleares de la
sangre de pacientes con esclerosis miltiple, que por las caracteristicas de
morfogénesis parece no ser un retrovirus del tipo C. Sin embargo, Reddy ef al*® reportan
la deteccion de segmentos gémicos del HTLV-I linfocitos de pacientes con
esclerosis multiple asociado a la presencia de anticuerpos para el virus, Parece claro que
otros retrovirus, ademas del HTLV-I participan la etiologia de procesos
autoinmunes, particularmente del sistema nervioso central™”". En concreto, la asociacidn
etioldgica del HTLV-I con enfermedades antoinmunes ha sido confirmada Gnicamente en
las neuromielopatias, TSP/IIAM, en las cuales se han detectado viriones del HTLV-I en el
liquido cerebroespinal, anticuerpos especificos contra e HILV-I producidos
intratecalmente, el DNA proviral del HTLV-I en las células de la glia, ademas de
evidencias epidemiol6gicas y clinicas *-****
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Las moléculas codificadas por los gemes del HLA, clasificadas en antigenos de
histocompatibilidad de clase I y II, juegan un papel determinante en la susceptibilidad y
desarrollo de las enfermedades autoinmunes. El reconocimiento, I8 especificidad y
asociacién de los antigenos de clase I o II con péptidos o glicoproteinas del patogeno
determinan que tipo de respuesta va a desarrollar el sistema innune, activando linfocitos T
cooperadores o citotdxicos y los mecanismos disparados por estas células, al fin todo el
proceso inflamatorio que pueda resultar de esta interaccién.”"

Autores como, Usuku ef @, ™ investigaron el papel del HLA-DRBI en individuos
portadores del HTLV-I y enfermos padeciendo del HAM, Observaron que la frecuencia de
este gen, DRBI, es similar en los dos grupos de individuos, pero detectaron una
variacién en el producto de este gen, enla regién hipervariable de 1a cadena B del péptido
que estaria mas frecuente en pacientes con HAM y que podria tener un papel decisivo en el
curso de la enfermedad y no, en la infeccién por ¢l HTLV-L

Uno etal,™ estudiando pacientes neoplisicos, HTLV-I seropositivos y portadores
sanos, observaron que, ¢l HLA-Bw62 estaba significativamente mis elevado en
Leucemias Agudas de céhulas T, y el HLA-DQw3 mas elevado en pacientes con
Linfoma Maligno de céhulas T y portadores sanos. En linfocitos periféricos de pacientes con
Leucemia de Linfocitos T de adultos, se detectd lz expresion alterada, disminuida o
aumeniada, de antigenos de histocompatibilidad de clase 1. Cuando se anslizaron 21
familias, en que mas de 2 miembros eran seropositivos al HTLV-1 y 44 parejas en que
uno o ambos conyuges eran seropositivos al virus, no pudiéren asociar el complejo HLA
de clase I con la susceptibilidad a la infeceion por el HTLV-1. Los datos obtenidos
indican que antigenos de clase I del HLA podrian ejercer influencia en ¢l curso clinico
de la Leucemia de Linfocitos T de adultos. Placger-Marshal ef al.™ no consiguieron
inducir 1a expresion alierada de antigenos de histocompatibilidad de clase II por la
transformacion celular por el HTLV-L

Anilisis citogenéticos de las células infectadas han demostrado alteraciones con
un patrén tipico de lesién por el HTLV-L %7

Maruyama ef al.”’ reportaron hipoploidia y aiteraciones estructurales al realizar
analisis cromosémicos por bandas G, en 30 % de los cultivos de linfocitos infectados
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con e HTLV-I propagados en menos de 200 dias. En 100 % de los linfocitos
examinados cobservaron que las alteraciones cromos6micas eran clonales. El andlisis por
"Southern Blot" de una linea de céluias T y tres lineas de células B infectadas con ¢l
HTLV-I y EBV (obtenidos de pacientes), revelaron rearreglos del gen de la cadepa
Jk de las inmunoglobulinas secretoras en todas las lineas de células B y rearreglos del
gen codificando la cadena B del receptor de células T fueron observados en todas lag
lineas celulares mndependientemente de su fenotipo. Estos resuliados sugieren que los
finfocitos humanos sufren rearreglos cromosdmicos afectando sus genes, probablemente a
través de un proceso mitGtico anormal desencadenado por la integracion del DNA
proviral del HTLV-L, levando a clonas bien adaptadas al desarrollo. Este proceso debe ser
promovido sinérgicamente por determinados compuestos carcinogénicos presentes en
el microambiente de las células infectadas por el HTLV-L

Croce”™ en una revisién reporta que las leucemiag/linfomas en la region endémica al
HTLV-I en Japén, tienen el mismo tipo de translocaciones e inversiones cromosdmicas que
suclen ocurrir en Leucemias/Limfomas de Linfocitos T en Europa y Américs en ausencia
del HTLV-1 y propone que el HTLV-1 esta sélamente aumentando la proliferacién de
células T que acarrean los genes de los receptores de linfocitos T en rearreglo y por lo
tanto sumenta la probabilidad de una translocacién cromosémica y una consecuente
neoplasia de célulag T,

Estudios epidemiologicos han detectado altos miveles de infeccion por el HTLV-1
en areas en dque las poblaciones sonm homogéneas, como en Japén y Affrica, y
descendientes en ¢l Caribe y demas éreas del plancta*** Ademas, la deteccién de elevada
seroprevalencia para el HTLV-I entre aborigenes de diferentes localidades™2, sugiere
fuertemente la diseminacion del virus en nGcleos humanos étnicamente homogeéneos, tal
vez determinada por las caracteristicas de trangmision del virus, en miicleos familiares, %

17



5. Material y Métodos.

5.1.Fundamentos y descripcion de las metodologias empleadas.

5.1.1.Colecta de muestras de sangre.

Fueron tomadas muestras de sangre periférica, por puncion venosa, de individuos
de diferentes poblaciones de la Amazonia brasilefia (Figura 1), viviendo en zonas
rurales y urbanas, incluyendo amerindios, inmigrantes japonmeses y sus descendientes y
mestizos, involucrando individuos sanos como profesionales de salud, donadores de sangre,
grupo control y pacientes con diferentes tipos de neoplasias y otras epfermedades
(neuropatias, genopatias, malaria y HIV seropositivos), ademas se colectaron muestras de
sangre de diferentes especies de simios amazénicos ¢ importados de Africa (Tabla 1-2-3).

5.1.2.Pruebas serolégicas empleadas para la deteccién de anticuerpos
anti-HTLV-I/11.

Las pruebas serolégicas utilizadas en este trabajo de investigacion fueron la
Aglutinacién Pasiva con particulas de Gelatina (PA) y Ensayos Inmunoenziméticos,
ELISA y ElectrolnmunoTransferencia { Western Blot).

Las muestras de sangre total fueron procesadas para la cbtenci6n de anticuerpos

anti-HTLV-I/IT de especimenes de suero o plasma, almacenados & - 20 °C hasta su
utilizacion (Figura 2).

3.1.2.1. Método de Aglutinacién Pasiva con Particolas de Gelatina (PA).
El método de PA™ se basa en la sensibilizacion de particulas de gelatina (esferas
sintéticas de 3 pm de diAmetro compuestas de gelatina y goma aribica) con antigeno viral
obtenido del cultivo de células TCL-Kan (individuo portador sano de HTLV-I) a través
de doble centrifugacién en gradiente de sucrose a 0-55 % y posteriormente a 20-65 % a
3,000 rpm por 18 horas. Las particulas virales obtenidas en la fraccién con densidad de
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1.16 g/om’® fueron solubilizadas con 0.5 % Nonidet p40. La solucion de proteina viral, a
una concentracion de 10 pg/ml fue mezclada con igual volume de suspension de
particulas de gelatina a una concentracién de 2X10° particulas por mililitro. La
solucion resultante fue incubada por 1 hora a 37°C y posteriormente lavada con solucién
reguladora de salina fosfatada.

Las particulas de gelsatina sensibilizadas con el antigeno viral fueron resuspendidas en
solucién reguladora de salina fosfatada, pH 7.4 y liofilizadas. A partir del liofilizado, se
prepard una suspension a 1 % con 1 ug de proteina/5X10* particulas por mililitro, que se
utitizé en la prueba seroldgica. En el ensayo serolégico, alicuotas de 25 pl de la suspension
de particulas sin antigeno viral y con antigeno viral fue mezclada con igual volume de
suero/plagma diluido en series, 1:8 y 1:16 respectivamente, en pecitos en forma de U, de
una placa de microtitulacion con 96 pocitos.

El control positivo se constituye de suero hiperinmune de conejo anti-HTLV-L

La mezcla se incubd por 2 horas a la tcmperatura ambiente. Los patrones de
reaccion positiva y negativa son observados a simple vista, con aglutinacion y
sedimentacion de las particulas de gelatina con el suero/plasma respectivamente (Figura 3).

5.1.2.2. Métedo de ELISA.

El ensayo inmunoenzimitico de ELISA® (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay)
se fundamenta en la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo a través de um
conjugado, enzima con una anti-IgG dirigida al anticuerpo del complejo inmune, que se
revela bajo la adicién y desdoblamiento de un sustrato, resultando en productos coloridos.

A partir del cultivo de linfocitos infectados con el HILV-I de un paciente japonés
con ATLL, se obtuvo antigeno viral, el cual fue utilizado para sensibilizar los pocitos de una
microplaca de polistireno de 96 pocitos en fondo plano. La sensibilizacién de la microplaca
ocurre por interaccion eletrostatica de la superficie de los pocitos con las moléculas del
antigeno viral. Los pocitos sensibilizados son lavados con solucién reguladora de salina
fosfatada con el objeto de remover el exceso de antigeno. Los sitios [ibres son
bloqueados con la adicién de seroalbumina bovina a 1 % solucién reguladora de salina
fosfatada. Después del lavado, las muestras de suero/plasma son adicionadas a los pocitos a
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una ditucion de 1:21, seguido de incubacién a 37 °C por 1 hora, para permitir la
interaccion del antigeno con el anticuerpo. Terminada la incubacién, la placa es lavaday es
adicionado el conjugado, “anti-IgG humana con fosfatasa alcalina”, seguida por otra
incubacién a 37 °C por 1 hora, condiciones necesarias para la interaccion del conjugado
con el anticuerpo del complejo antigeno-anticuerpo. En seguida, se adiciona el
sustrato, p-nitrofenilfosfato y se incuba por 30 mimitos. Con el objeto de imhibir
mayor desdoblamiento del sustrato por la luz, se adiciona a la reaccidn hidroxido de sodio
(NaOH) a 3 N. Durante todo el proceso, controles positivos, negativos y blanco son
sometidos a todos los pasos de 1a prueba. En el control positivo se utiliza suero humano
con anticuerpos anti-HTLV-I y en el control negativo, suero lnmano comprobadamente
negativo en cuanto a la presencia de anticuerpos anti-HTLV-1. En el blanco se adiciona
solucién reguladora salina fosfatada en hugar del suero.

La intensidad de la coloracion producida por el desdoblamiento del sustrato
s cuantitativamente determinada en un lector de ELISA, espectofotometro, con un filtro de
405 nm. La absorbancia se expresa en densidad 6ptica (D.O), que en el control
positivo, con un minimo de 4 repeticiones debe estar en ¢l rango de 0.800 a2.100 0.D,,
mientras que el control negativo, en mirmero de 2 repeticiones, debe de leerse en el rango de
00 a 0.200 O.D.. A Ia lectura de [a absorbancia de todas las muestras y controles, se
sustrae el valor del blanco.

Las muestras rcactivas, deben presentar valores de D.O. amiba del punto de
corte, el cual se calcula, dividiendo la media aritmética de los controles positivos entre 4.
El valor de punto de corte es la linea de division entre valores reactivos y no reactivos
(Figura 4).

5.1.2.3. Método de ElectrolnmunoTransferencia (Western Blot, WB).

En 1a metodologia de Western Blot™, antigenos virales obtenidos del sobrenadante
de cultivo de linfocitos infectados con el HTLV-L, son adicionados a carriles de gel de
poliacrilamida a 12 % con dodecilsulfato de sodio y separados los péptidos
electroforéticamente. Después de visualizadas las bandas bajo tincién con nitrato de plata y
desteftidas, se somete los péptidos a electrotransferencia a filtro de nitrocelulosa.



Concomitantemente, marcadores de peso molecular sufren el mismo proceso de
¢lectroforesis en el gel para determinar el peso molecular de los péptidos separados
y transferidos. La eficiencia de la transferencia es hecha con tincién con “aurodye”, la
cual revel$ bandas de péptidos virales con pesos moleculares de 19 Kd, 24 Kd, 29 Kd, 34
Kd, 36 Kd, 42 Kd, 53/55 Kd, y glicopéptidos de 46 Kd y 61/68 Kd. Después de destefiida
Ia hoja de nitrocelulosa, se cortz en tiras y los sitios libres son bloqueados por la inmersion
en Tris-HC1 0.15 M, Tween 0.2 % y leche a 5 % durante 30 minutos. Posteriormente las
tiras son lavadas en solucién reguladora salina fosfatada y adicionado suero/plasma a una
dilucion a 1:50 en salina fosfatada. Se incuba por 1 hora a temperatura ambiente bajo
agitacion para permitir mejor interaccién del antigeno con el anticuerpo. Temminada la
incubacién, las tiras son lavadas para remocion del exceso de anticuerposy se adiciona el
conjugado, de suero hiperinmune de cabra anti-IgG humana con fosfatasa alcalina; se
incuba por 1 hora a la temperatura ambiente, bajo agitacion. En seguida, se adiciona el
sustrato, NBT-BCIP (azul de nitrotetrazolio, S-bromo—4-cloro-indolil fosfato). El desarrolio
de bandas teftidas en azul revela la presencia de anticuerpos en contra de péptidos del
HTLV-I (Figura 5). Son consideradas positivas las muestras que presentan por lo menos una
banda para un péptido codificado por la region GAG (p19 y/o p24) y un glicopéptido de la
envoltura viral (gp46 y/o gp61/68), seghin los criterios del Servicio de Salud Puablica de los
EU"™

5.1.3.Anilisis de Acido Nucleico retroviral

Las pruebas moleculares utilizadas en esta tesis fueron la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) e hibridacién “Southern Blot”, que con el empleo del gel “hydrolink
D600”, permiti® el analisis de polimorfismo conformacional de cadenas simple de DNA
SSCP).

5.1.3.1. Extraccién de fragmentos de DNA del suero/plasma.

Para la ejecucion de la amplificacién enzimética del 4cido nucleico, se procedié
inicialmente a la extraccion de DNA® a partir de 100ul de suero o plasma de los
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individuos HTLV seropositivos involucrados en el estudio. Basicamente, la técnica de
extraccion de fragmentos de DNA. del suero/plasma difiere de la técnica de cXiraccion
de DNA de células, por la utilizacion de esferas moleculares de glicogeno que hacen el
papel de acameadores de los acidos nucleicos purificados. En la  extraccién o
purificacion, se utiliza un agente caotrépico, ioduro de sodio, y sarcosinato de N-lauril
sodio, para la solubilizacién de las proteinas contaminantes. Los fragmentos de DNA
presos en glucogeno son precipitados con la adicion de isopropanol y secados bajo e
vacio. El protocolo estandar de esta técnica sigue los siguientes pasos; se adiciona 100 ni
de suerofplasma a 300 pl de solucién de extraccion, se mezcla e incuba a 60°C por 15
minutos. Posteriormente se agrega igual volume de isopropanol a la mistura, se agita
vigorosamente y se deja en reposo por 15 minutos. Se sigue una centrifugacion a 10,000 g
X 5 mimitos para precipitat ¢l DNA. Se adiciona 1 ml de isopropanol a 40% y se
homogeniza en voriex, para entonces sedimentar el DNA bajo centrifugacién a 10,000 g X
5 minutos y se seca al vacio.

5.1.3.2. Amplificacion enzimitica de fragmentos de DNA.

En la amplificaciéon de los fragmentos de DNA, se selecciond “primers” para las
regiones génicas del LTR y GAG del HTLV-I y TAX conun al HTLV-1y II, variando la
longitud entre 19 a 23 bases nucleotidicas (Tabla 4).

La regién LTR #*42 513 més conservada entre los prototipos del HTLV-L, en los
sitios que regulan la transcripcién, procesamiento y poliadenilacion del RNA, mientras
que otros fragmentos no codificantes y teéricamente no funcionales, son las regiones mas
variables de todo el genoma viral. En 13 seleccion de los “primers” y de la sonda para la
region LTR, se busco las regiones mais conservadas entre los prototipos del HTLV-L,
que corresponde a la posicidon 582 a 603 de 5'a 3'y 744 a 764 de 3' 2 5'. La sonda, en
antisentido, no abarca regiones del “primer” y se dirige al core de la region predecible a ser
amplificada, en la posicién 624 a 655.

La region GAG™"42 del HTLV-I comparte secuencias con otros retrovirus
relacionados como el HYLV-1I y HRES-1, aunque sea una regién muy conservads, la
variacion génica en esta érea did paso a la evolucion de tetrovirus relacionados, Las



secuenciag seleccionadas del “primer” fueron exclusivas para la amplificacién del HTLV-L,
consistiendo de una secuencia que empieza en la posicion 824 y termina en 842, en el
gentido de 5' a 3', y de la posicion 1017 a 1039 de 3' a 5'. La sonda antisentido abarca
desde la posicién 931 a 960 sin extenderse en la regién del “primer”.

Por su funcitn, el gen TAX ™" eg el que presenta mayor grado de conservacion,
particularmente en el sitio responsable para la activacién en “irans” de secuencias
comrelacionadas. La secuencia nucleotidica seleccionada para el “primer” del TAX es
comiin al HTLV-I y [, involucrando las posiciones de 7358 a 7377 de 5' a 3' en el
HTLV-I y 7248 a 7267 de 5' & 3' para o HTLV-II y Ila secuencia de 7496 a 7516 en ¢
HTLV-1 y 7386 a 7406 en el HTLV-Il de 3' a §' La sonda antisentido no abarca la
secuencia del “primer” y se extende de 7447 a 7486 en ¢l HTLV-I y 7337 a 7376 en el
HTLV-IL

Una mezcla denominada coctel (volume total de 100pl), compuesta de
oligomuclettidos (100 pM), dNTPs (deoximucledtidos trifosfatos) de Adenmina, Guanina,
Citosina y Timina (dATPs, dGTPs, dCTPs, dTTPg), DNA polimerasa (pfu) (2.5 U),
“primers” (0.5 M), 10 yl de solucion reguladora y sales fue adicionada a la muestra de
DNA (5 ul)*. El proceso inicial de la reaccion involucrd la desnaturalizacién del DNA a
94 °C por 7 minutos. Después de adiciopado el coctel, sedimentado los reactivos y sellada
la solucion con aceite mineral, se llevo la mezcla a desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto,
seguido de una reduccion en la temperatura a 55 °C por 2 minutos para que Se
procesara el apareamiento del “primer” 8 Ja secuencia blanco, la sintesis/extension de la
cadena mucleotidica ocurrié a 72 °C por 3 minutos. Esta etapa se repitié 20 veces, con
excepcidén de la primera desnaturalizacion,

Se hizo la extraccién organica de los fragmentos de DNA (diluido a 1:500) y se
procedi6 a una segunda etapa de PCR con el fin de aumentar ¢l mimero de copias. Después
dela desnaturalizacién a 94 °C por 7 minutos, se volvio a adicionar el cictel y se prosegui6
alas etapas de desnatyralizacion a 94 °C por 30 segundos, apareamiento a 55 °C por 60
segundos y sintesis/extension a 72 °C por 30 segundos. Estos ciclos se repitieron por 10
veces (Figurg 6).

*Se estima que 5 pl de suero/plasma contenga cerea de 100 ng de écido nocleico.



Todas las etapas del PCR % fieron llevadas a efecto en el "Quick Thermo System”
(Nippon Genetics Co, Ltd., Tokyo, Japan) automatizado, observandose rigurosamente el
cuidado para evitar comtaminacion con nucledtidos exogenos y entre ¢l DNA de 1as propias
muestras.

Los controles del PCR constaron de una muestra de DNA extraido del cultivo de
células Lma-66 de un paciente japonés, infectado con HTLV-L y el control negativo
contenig todos los reactivos con excepeion del DNA.

A fin de extraerse el producto final de la amplificacion enzimatica, s¢ sometieron las
muestras procesadas a precipitacion con etanol/cloruro de litio (LiCl, 4 M) seguida de
remocién de proteinas (polimerasa, pfu) con cloroformo y desidratacién en una serie
creciente de grado de etanol y evaporacién con acetona.

En la corrida electroforética para la separacién de los fragmentos amplificados, se
utilizo el gel “Hydrolink D600™ a 5 %, e cual posee la propiedad de resolver bandas con
mutaciones puntuales cuando es realizado en condiciones alcalinas (Tris-Borato EDTA) Las
mutaciones punfuales, por ¢l cambio de bases nucleotidicas, ocasiona cambios en la
conformacion de la molécula, alterando la migracion en ¢l gel. Los fragmentos separados
fueron electrotransferidos en membranas de “Byodine B 0.45 pm”, la cual fija fuertemente
los oligomicledtidos y conserva sus patrones de migracion sumado al hecho de ser
altamente resistente a tensiones propias de la manipulacion. Este sistema de electroforesis
bajo las condiciones antes mencionadas resuelve dptimamente fragmentos en el rango de
80 a 600 bases de nuclectidos ****,

En la gjecucion de la electroforesis, las muestras fueron resuspendidas en Tris-
Borato-EDTA/azul de bromofenol/formamida/ xilene cianol y depositadas (85 yl) en los
carriles del gel “Hydrolink D600” a 5 % bajo condiciones alcalinas. La comida
electroforética fue llevada a cabo en una camara vertical “Tefco” bajo circulacién de la
solucion de corrida (Tris Borato-EDTA/ Bromuro de etidio) 8 temperatura media de 20 °C,
100 V por 90 minutos. La visualizacién de las bandas de oligonucle6tidos se hizo en un
transiluminador “Cronex”, “Quanta II”, con uliravioleta de ondas cortas *>**%,

El gel “Hydrolink™ conteniendo las bandas de polinuclestidos resultanteg de la
amplificacién fue fijado a una membrana de nylon (byodine) en una camara vertical “Tefco”
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a 100 V por toda la noche en bafio de solucion circulante (Tris Borato sin EDTA) entre 8
210 °C. Terminada la transferencia, los polimiclettidos fueron fijados a4 la membrana de
“byodine” bajo exposicién a la luz ultra-violeta por 30 segundos (120.000 microjoules)
Stratalinker" (Stratagene Cloning System, Ca, U.S.A)*54

Con ¢l objetivo de confirmarse la amplificacién correcta de los segmentos deseados,
se¢ llev6 a cabo la hibridacion utilizando sendas sintetizadas a partir de las regiones previstas
a ser amplificadas de acuerdo a los “primers” seleccionados (Tabla 5),

Previamente a la hibridacion propiamente dicha, las muestras fueron pre-hibridadas
utilizindose DNA de esperma de salmén en solucién de pré-hibridacién, selladas en botellas
e incubadas por 5 horas a 65 °C en un homo rotatorio *“#*,

Los oligomicledtidos utilizados para la sintesis de las sondas fiseron modificados
enzimiticamente por la adicibn de mucleotidos acoplados a digoxigenina (Boehringer
Mannheim, Biochemica) através de la transferasa terminal (Molecular biology, Boehringer
Mannheim) en ¢l 3'OH de 12 cadena de DNA*.

La hibridacién fue llevada a cabo después de quitarse totalmente la solucion de
pre-hibridacién. Las hojas de “byodine” fueron immersas en solucién de hibridacion
conteniendo la sonda e mcubadas durante toda la noche a 65 °C en horno rotatorio,

Después de lavadas las hojas de “byodine” en solucion reguladora de maleato, bajo
vigorosa agitacién, cambiindose 2 veces la solucion, fueron transferidas a una bolsa de
pléstico conteniendo el conjugado de anti-digoxigenina (IgG/Fab) con fosfatasa alcalina.
El sustrato, quimioluminescente, CSPD (Ci1sH»ClIOPNs,), fue adicionado después de 2
horas a la temperatura ambiente. La deteccién de las bandas se hizo con la aplicacion
directa de las hojas de “byodine™ a una placa fotogrifica X omat/GBX-2 (Kodak Diagnostic
Film, Tokyo, Japan). La emisién de iz ocurre con €l desdoblamiento del CSPD bajo ia
accion de la fosfatasa alcalina **%°.

*Sondas donsdas gentihmente por Dr.Koshi Maruyama.
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5.1.4. Anilisis Estadistico.

Los programas utilizados del Paquete Estadistico de Ciencias Sociales de Nie et
al.®* fueron Frecuencias, Correlacion y Analisis discriminante de Mahalanobis.

Las variables empleadas fueron sexo, edad, origen, historia de transfusién de sangre,
diagnbstico o categoria, exposicion a la radiactividad © no, scroreactividad por PA,
valor de absorbancia en seroreaccion por ELISA, seroreactividad para péptidos virales por
WB y amplificacion/hibridacion de secuencias génicas del HTLV-L

La historia de transfusion de sangre se evahi6 en si o no, de acuerdo a la ocurrencia
o0 no de transfusién de sangre, sin llevarse en cuentz el nfdmero de veces, cuando se trat6 de
caso afirmativo.

El grupo control se constituye de individuos sanos de diferentes localidades de la
region Amazénica, no imvolucrados en ninguno de los grupos ya mencionados (profesionales
de salud, donadores de sangre, individuos enfenmos, amerindios y japoneses).

A los individuos sin ninguna patologia* (profesionales de salud, amerindios,
inmigrantes japoneses y sus descendientes, individuos del grupo control y familiares de
individuos HTLV-I seropositivos) se convencioné denominarios grupo normal, en oposicion
al grupo de enfermos (peoplisias, neuropatias, genopatias y pacientes de ginecologia).
Tomando en cuenia el riesgo a la exposicion a patégenos transmitidos por las vias descritas
para los retrovirus, se dividié a las poblaciones® en: de alto riesgo (pacientes neoplésicos,
profesionales de salud, inmigrantes japoneses y sus descendientes, pacientes con neuropatias
¥ pacientes con genopatias) y de bajo riesgo (individuos del grupo control y amerindios
amazénicos).

En cuanto a la exposicion a la radiactividad, los individuos fueron clasificados en,
pacientes neoplasicos que fueron sometidos a la radioterapia, personal técmico
radioterapista y personal del hospital que cuida de los pacientes sometidos a la radioterapia.

En la seroreactividad a PA, los individuos fiteron clasificados en seroreactores o no.

*Individuos HIV T 0 f P
€8tas categorias por haber sido sometidos solamente 2 ELISA.



6. Resultados.

6.1. Andlisis de Poblacion.

Entre las variables, la que presentd mayor dispersion fue la edad. Fueron colectadas
muestras de infantes de 1 afio de edad a personas de tercera edad, con ¢l méximo de 86
afios. Nifios con menos de 13 afios representan 12.25 % (345/2,815) de la muestra,
individuos enire 13 a 27 afios representan 23.44 % (660/2,815); individuos entre 28 a 50
afios abarcan 40.92 % (1,152/2,815), y lo restante, 23.37 % (658/2,815) comresponde a
individuos con mas de S0 afios de edad (Figura 7).

El mimero de individuos del sexo femenino y masculino son equivalentes, 50.02 %
(1,408/2,815) del sexo femenino y 49.98 % (1,407/2,815) del sexo masculino (Figura 8).
Hube considerable predominancia del sexo femenino entre profesionales de salud y
pacientes neoplasicos y cbviamente, sélo mujeres en el grupo de pacienies ginecologicos
(Tabla 1),

Sélamente 8.70 % (245/2,815) de todos los individuos involucrados en ¢l estudio
reportaron haber sufrido transfusion de sangre, sin embargo, 33.58 % (131/390) de los
pacientes neoplasicos habian sido transfundidos (Figura 9).

La exposicion a la radiactividad, directa o indirectamente, por la cobaltoterapia, fie
evaluada unicamente entre profesionales de salud y pacientes oncologicos del hospital de
cancer Ofir Loyola, Belém, Pard, Brasil Cerca de 58.57 % (328/560) de cstos 2 grupos
fueron expuestos a la radiacidn, sea como pacientes oncoldgicos, radioterapistas, 0 como
personal de enfermeria en contacto directo con los pacientes irradiados (Figura 10).

6.2. Anilisis Serolégico.

En dos grupos se dividieron las nmestras; uno con 2,131 muestras, que fue sometido
a PA, ELISA, WB y PCR/hibridacién y el otro, con 684 muestras, las cuales fueron
tnicathente probadas por ELISA. En el grupo con 2,131 muestras, 50 (2.34 %)
teaccionaron por PA; estas cuando fileron analizadas por ELISA generaron 34 muestras
(1.59 %) con D.O. mayor que el punto de corte (0.381), las cuales al ser sometidas al WB,
12 muestras (0.56 %) desarrollaron bandas para péptidos del GAG y glicopéptidos del ENV



HTLV-VII simultancamente, mientras que 6 reaccionaron Uinicamente en contra de péptidos
del GAG (WB indeterminados) (Tabla 6, Figura 11). El otro grupo, con 684 muestras, al ser
sometido al ELISA, 19 (2.77 %) presentaron valores de D.O. superior a 0.920, por lo tanto
superior al punto de corte (0.381). De estos, solamente 2 muestras alcanzaron valores de
D.0O. superior a 2.00.

En el otro grupo de 158 simios de Amazonia y Affica, sélamente 6 simios africanos
presentaron D.O. superior al punto de corte (3.79 %), 2 de estes con D.O > 2.00, mientras
que ning\in Simio amazoénico presentd seroreactividad al HTLV-I/IL (STLV-I).

6.3. Anadlisis Melecular.

Las 7 muestras seleccionadas y sometidas al PCR hibridaron con la sonda para el
HTLV-UIl TAX y HTLV-I GAG; 6 muestras hibridaron con la sonda para el HTLV-I
LTR (6 muestras hibridaron con las 3 sondas) (Figura 12-13-14).

Ademas de la deteccion de las regiones génicas del GAGy LTR del HTLV-I y
TAX del HTLV- y -IL, la utilizacién del gel “hydrolink D600” permitié la observacién de
polimorfismo conformacional de cadena simples de DNA, por la migracion de los
fragmentos amplificados y hibridados en diferentes posiciones en el camil del gel con
referencia al control positivo.

La regién GAG fue la que present6 mayor grado de polimorfismo conformacional en
las muestras amplificadas/hibridadas, mientras que en la region LTR, una séla mmestra
present6 diversas bandas dispersas en el carril (Figura 12-13-14)

6.4. Analisis Estadistico.

Los 12 individuos comprobadamente sercpositivos para el HTLV-I/II por los
métodos de PA, ELISA y WB, generaron una tasa total de seroprevalencia de 0.56 %
(12/2,131); de 1.76 % (3/170) entre profesionales de salud; de 1.02 % (4/390) entre
pacientes neoplasicos, 1428 % (2/14) eotre familiares de HTLV-UI seropositivos
{bubo un individuo seropositivo a HTL V-] clasificado como profesionald de salud y familiar
de individuo HTLV-I seropositivo); 0.38 % (3/770) entre el grupo control y 0.20 % (1/487)
entre amerindios amazonicos (Figura 15-16-17-18-19-20). Los datos de seroptevalencia a
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HTLV-I entre las diferentes categorias de grupos humanos probados son gignificativamente
distintos, de acuerdo al analisis por la %2, p=0.01.

Individuos subagrupados en la categoria de normal presentaron 0.52 % (8/1,540) de
seroprevalencia a HTLV-I (Figura 21). Este grupo representa 66.66 % (8/12) de todos los
seropositivos detectados. Los individuos enfermos representan 33.34 % (4/12) de los
individuos HTLV-I seropositivos, todos clasificados como pacientes con peoplasia
- .

Entre los individuos WB indeterminados, segtn los criterios del USPHS®, se
encontraron 2 individuos del grupo control (de la isla de Marajd), 2 pacientes con neoplasia
cervicouterina, 1 pacicote con Leucemia Linfocitica Aguda y 1 paciente con neoplasia de
piél (Figura 11)

Los pacientes de ginecologia, individuos con neuropatias, genopatias y los japoneses
y sus descendientes, todos resultaron seronegativos al HTLV-I/IL

Comparandose la incidencia del HTLV-I entre los grupos probados, los
pacientes com cancer cefvicoutering, los profesionales de salud y los familiares de
individuos HTL V-1 seropositivos presentaron 2.68, 4.63 y 35.57 veces mayor frecuencia
de seropositividad respectivamente que el grupo control, mientras que los amerindios
Waidpi presentaron .52 veces menor frecuencia que el grupo control (Tabla7).

Entre los individuos del grupo de alto riesgo a la infeccion al HTLV-I (profesionales
de salud, inmigrantes japoneses y sus descendientes, pacientes con neoplasia, individuos con
neuropatias, genopatias y familiares de individuos HTLV-I/II seropositivos) representando
41.01 % de la poblacion total, se detecté una seroprevalencia de 0.37 % (8/2,131), mientras
que la seroprevalencia entre los individuos de bajo riesgo (individuos del grupo control y
amerindios amazdnicos) fue de 0.18 % (4/2,131) (Tabla 8).

La edad media general de los individuos HTLV-I seropositivos es alrededor de 39.1
afios, siendo mds baja entre seropositivos normales (Profesional de salud, Grupo control,
Amerindio Waidipi, Fanliar de individuo HTLV-I seropositivo) 36,4 afios y mas alta
entre pacientes oncologicos, 49.8 afios (Tabla 9).



Quatro de los 12 (33.33 %) individuos HTLV-I seropositivos reportaron haber
sido trapsfundidos con sangre y los 66.66 % restantes, declararon no haber sido
sometidos a transfusion de sangre (Figura 22).

Todos los individuos seropositivos hallados se concentraron en el Noreste de la
Amazonia brasilefia en las ciudades de Belém y Santa Cruz do Arari, en el estado de Paray
en la tribu Waifipi, en el estado de Amap4, en la region més septentrional de Brasil, frontera
con la Guyana Francesa (Figura 1, Tabla 3).

Los grupos de donadcres de sangre (Hemocentro), HIV seropositivos y
Plasmodio positivos, fueron probados unicamente por el método de ELISA. Los
seroreactores para € HTLV-IVII y/o STLV-I por ELISA, que presentaron valores de
absorbancia mayor que 2.00 siempre se revelaron seropositivos al WB (Tabla 10-11).

En un grupo de 316 individuos HIV seropositivos, 15 muestras presentaron D.O
mayor que 0920 (476 %), de los cuales, 2 individuos (0.63 %) presentaron D.Q
mayor que 2.00 (Tabia 11).

Entre pacienies con malaria, con microscopia positiva al Plasmodium falciparum
y/o Plasmodium vivax, 4 de 168 (2.38 %) individuos reaccionaron positivamente con D.O
mayor a0.920 (Tabla 11).

Todas las 200 muestras de donadores de sangre presentaron D.O mepor que el punto
de corte por ELISA, por lo tanto fueron considerados seronegativos (Tabla 11).

De los 158 primates no bumanos probados, sélamente 4 simios africanos,
Cercapithecus  aethiops resultaron HTLV-J/II/STLV-I seropositivos cuando fieron
probados por el método de ELISA, con D.O. mayor que el punto de corte, alcanzando
valofes mayores que 0.920 y de estos, 2 presentaron D.O mayor que 2.00 (Tabla 11).
Ninguno de los simios amazbnicos (Cebus apella, Cebus albifrons, Cebus nigrivitatus,
Callicebus moloch, Callitrhix Jacchus jacchus, Callithrix argentaia @rgeniata, Aotus
agarae infulatus, Alouatta belzebul belzebul, Chiropotes satanas utahicki) sometidos
a ELISA presentaron D.O arriba del punto de corte, considerados por lo tanto
seronegativos.

De los 12 individuos HTLV-I/II seropositivos, 66.66 % (8/12) fueron expuestos a la
radiactividad, siendo que 50 % (6/12) estuvieron recibiendo una carga mayor por el hecho
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de ser radioterapistas y pacienies oncologicos bajo cobaltoterapia (Figura 23). El coeficiente
de correlacion entre 1a exposicion a la radioactividad y el desarrollo serolégico de bandas de
péptidos/glicopéptidos por el WB es bajo, siendo ¢l valor minimo de r=0.1063 al valor
maximo de r=0.2920, p=0.001.

El coeficiente de correlacién entre los métodos de PA y ELISA es de 0.7672,
p=0.001, demostrando que hay minima distincion en la eficiencia de estas técnicas
serologicas.

Analizindose el coeficiente de correlacion entre los péptidos y glicopéptidos del
HTLV-I con seroreactividad en el WB, se obtuvo los siguientes datos: la p29 y p36 siempre
sc expresan comuntamente, =1.00. Presentan alto grado de asociacion la p42, la p34 y
p36, r=0.9091; la p42 y gp46, r=0.8740; los glicopéptidos virales de la envoltura, gp46 y
gp61/68, 1=0.8593 y los péptidos mas comines del GAG, Ia p24 y p19, r=0.8345. El grado
de asociacion entre la p42 y p24 es elevado, r=0.7833. La p53/55 suele ocurrir en débil
asociacion con la p24, p42 (0.3038) y gp 46 (0.2091), r=0.3364, disociandose de los demas
péptidos. En todos los casos la probabilidad de esror fue de p=0.001 (Tabla 12).

El andlisis del coeficiente de cormrelacién entre las secuencias amplificadas por
los primers del LTR/HTLV-1, GAG/HTLV-1 y TAX/HTLV-VII, demostré que el LTR
sicmpre v& asociado a TAX, r=0.9179, y en menor grado con el GAG, =0.8154; la
asociacion entre GAG y TAX disminuye, r=0.7485, p=0.001 (Tabla 13).

En la tabla 14 se resume los datos de seropositividad a HTLV-I entre los grupos
humanos probados, discriminandose la reaccion 8 los distintos péptidos/glicopéptidos de
HTLV-L
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7. Discusion.

En los métodos serologicos aqui empleados, los antigenos virales fueron preparados
a partir de cultivos celulares infectados con HTLV-L sin embargo no son suficientemente
especificos, presentando reaccién cruzada con el HTLV-IL. Para la determinacidn del tipo de
virus, HTLV-1 o [1, se empled la técnica de PCR/hibridacién.

La prueba de PA detecta falsos seropositivos como ha sido demostrado por Ando et
al, debido a que el péptido p24 del antigeno total que recubre las particulas de
gelatia, tiene punto isoelétrico distinto de la p24 del HTLV-I . Sato ef al.” también
reportan seroreaccion cruzada para la p19 y p28 del HILV-I en individuos recientemente
infectados por el virus de Varicella-Zoster con el método de PA.

Detectamos 50 de 2,131 (2.34 %) individuos reactivos a HTLV-III por PA, sin
embargo, en la prueba confirmatoria de WB, solamente 12 de estos 50 (24 %) resultaron
HTLV-I seropositivos, datos que coinciden con el expueto anteriormente.

White™ compard ¢ método de PA con el de ELISA, Inmmmofluorescencia
directz y radicinmunoensayo competitivo, y concluyé que el PA, por ser muy sensible,
es el método de seleccibn en pruebas preliminares, cuando se tiene una cantidad masiva
de especimenes a ser analizada, confirmindose los seroreactivos con otras pruebas mas
especificas.

El método de ELISA reforzd la previa seleccion hecha por el PA. Cuando se
analizaron por el método de WB los seropositives a PA y ELISA y los seropositivos a PA
y seronegativos a ELISA, se observo que el método de ELISA fue mas especifico, aungue
1o todos los valores de D.O mayor que ¢l punto de corte (0.381), preseniaron patrones de
seropositividad por el WB, pero los valores con D.O cerca de 7 veces mas alto que el
punto de corte (alrededor de 2,00), presentaron patrones caracteristicos de seropositividad
para el HTLV-I/II (Tabla 10).

De un total de 34 muestras seroreactivas a ELISA (PA seropositivas) con valores
de D.O, mayor que el punto de corte, 12 muestras (D.0>2.00) desarrollaron bandas
simultAneamente para los péptidos del GAG y ENV y 6 mmestras {(con D.O <200y
>0.920) presentaron bandas imicamente para péptidos del GAG . Las muestras restantes no
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presentaron bandas o entonces bandas aisladas de ENV o GAG, clasificadas por lo tanto
como seronegativas en el WB (D.0<0.920)XFigura 11).

De acuerdo a las normas del Servicio de Satud Publica de los E.U., USPHS,* las
muestras que presentan bandas sblamente para péptidos del GAG son consideradas "WB
indeterminadas”. No obstante, Maruyama® comenta que e HTLV-I producido por
células Lma-66 (HTLV-I/Lma-66) en su laboratorio no expresan antigenos de envoltura
y la infeccién a las células vecinas ocurre por contacto mmy intimo de membranas
intercelulares, por lo tanto, si esto ocurre “in vive” consecuentemente no habri estimulo del
sistema  inmunologico, contra las glicoproteinas de la envoltura viral. Considerando lo
anteriof @xpuesto, las 6 muestras de la tesis, "WB indeterminadas” podrian ser seropositivas
para el HTLV-I y los valores de seroprevalencia por lo tanto estarian aumentados.

Murphy ¢f al™ reportan en s imvestigacién seroepidemioldgica realizada en
Jamaica que la deteccion umcamente de los productos del GAG del HTLV-] es suficiente
para considerar seropositivos a los individuos probados, basados en datos de correlacion de
serologia y pruebas moleculares. Maruyama™® y Murphy® divergen de las normas del
USPHS, en las cuales, 1a mayoria de los epidemiGlogos se basan. Este ha provocado
polémica en cuanto a la circulacion del HTLV-1 entre aborigenes amazénicos y la
asociacién del sindrome de Guillain-Barré y otras enfermedades autoinmunes/neurologicas
con el HTLV-L Los datos reportados por nosotros en colaboracién con Maruyama™,
Voltz ef al ™ y Radahl™ se basan en la deteccién de anticuerpos para antigenos del GAG
solamente, por la técnica de WB aunque otras metodologias hayan sido utilizadas como
ELISA e Inmunomicroscopia electrénica (utilizindose también antigenos del GAG).

En la metodologia empleada por Maruyama et al.™ para la deteccién de anticuerpos
anti-HTL V-, una seleccién preliminar es hecha con el método de ELISA y la confirmacién,
tanto por la técnica de innmumomicroscopia electronica (anti-IgG conjugada al oro coloidal)
como por WB, con péptidos del GAG de HILV-I ( pl5, pl9 y p24) ambas
metodologias. Todo el antigeno utilizado en las 3 técnicas proviene de Lma-66/HTLV-L.
Estos resultados son criticados por varios investigadores que discuten la deteccion de falsos
seropositivos, em vista de que las proteinas del GAG comparten epitopes con diversos
agentes infecciosos y proteinas umanas, ®*' por otro lado no se puede descartar la



posibilidad de que casos de "WB indeterminados" se deban a HTLV-I/II proviral
defectivo o vanantes del HTLV.

El empleo del PCR/hibridacién en la tesis demostré indudablemente que las 7
muecstras seleccionadas de un total de 12 seropositivos, posccn el genoma del HTLV-I
(Figura 12-13-14).

La gjecuccion del PCR se realizd basandose en el método establecido por Innis ef
al® que nos permitieron disminuir problemas inerentes a la metodologia y de esta manera
realizar la extraccién de DNA a partir de suero/plasma en vez de utilizar células y por otro
lado optimizar las condiciones de polimetizacién por el empleo de polimerasa pfu, sobre la
cual se reportan las sipuientes ventajas frente a la Taq polimerasa: el aumento en 12 veces la
fidelidad en la sintesis del DNA,; actia en temperatura Gptima entre 72 a 78 °C, ademis de
conservar 95 % de su actividad después de 1 hom de incubacion a 95 °C. Otra
implementacion realizada fue la utilizacion del gel “Hydrolink D 600" en la cosrida
clectroforética, con el cual se detectan cambios minimos en las moléculas de los
polinucledtidos, como mutaciones puntuales. Sumado a esto, se hizo uso de membranas de
“byodine B 0.45 n” (membrana reforzada de nylon 66 fuertemente catidnica por la
presencia de grupos de amonio cuaternario de alta densidad en la superficie de los poros)
en e “southern blot”, la cual realza las prepiedades del gel “hydrolink” y  facilita la
electrotransferencia por su sensibilidad y mayor retencion del acido nucleico.

Las muestras de suero utilizadas para la extraccion de los mucledtidos a ser
amplificados, suffieron ciclos de congelacion y descongelacion cuando fueron utilizados en
las prucbas serol6gicas, posibilitando la accién de enzimas que pudiéran degradar el DNA
comenido en las muestras. A pesar de esto todas las muesiras seropositivas sometidas a PCR
fueron amplificadas com patrones bién definidos.

Las 7 muestras sometidas a PCR fueron amplificadas cuando se utilizd “primers”
para el HILV-I/Il TAX y “primers” para HILV-l GAG; una s6la muestra no fise
amplificada al ser expuesta al “primer” del HTLV-I LTR. Esta muestra se considerd también
como HILV tipo 1 debido a que la amplificacién con los “primers” de GAG también cs
especifica para el tipo [; se cuestiona si en este caso de la ausencia de amplificacion de una
muestra con el “primer” ocwrrié degradacion enzimitica de nucledtidos por excesiva
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manipulacién del suero, o el genoma proviral presenta parte de la regién del LTR deletada,
0 justamente, la regién boméloga a la sonda o las regiones “primer” fueron deletada o
sufrieron mutaciénes a tal grado que no fue posible su hibridacion. Se descarta delecion
total, pués sin la regi6bn LTR, 0o podria haber expresion viral, consecuentemente estimulo
del sistema inmmolégico con produccitn de anticuerpos anti-HTLV-L

La visualizacion de diversas bandas, en diferentes posiciones en el carril, después de
ser sometidas al PCR/hibnidacion demuestra la deteccion de polimorfismo conformacional de
cadenas simple de DNA (SSCP), por lo que interpretamos que ocurren variacioncs genéticas
minimas dependentes principalmente del huésped, ya que en su mayoria se observa una
banda a 3 misma posicion que la banda del prototipo japonés (en el prototipo no se observa
este polimorfismo debido a que fue obtenido de una linea celular).

La deteccion de dcido mucleico viral en 7 muestras amplificadas ¢ hibridadas con
oligonuclestidos (GAG, TAX y LTR) sintetizados en base a secuencias del prototipo
japonés pos confirma que ¢l HTLV circulante en la poblacién estudiada es del tipo I y que el
grado de homologia con el prototipo es muy elevado (Figura 12, 13, 14). El mapa de
restriccién 'y secuenciacion del genoma o regiones amplificadas del HTLV-I de individuos
confirmadamente seropositivos al virus, detectaria las posibles variaciones en el HTLV-I que
circula en la Amazonia, sin embargo las prucbas serologicas empleadas en la tesis, asociadas
al analisis por PCR/hibridacién y SSCP nos hacen suponer que no es significativa la
variacioén del HTL V-1 amazé6nico, puesto que la variante del HTLV-I aislada en el Pacifico
sur (Melanésia) posee variacion en las glicoproteinas de la envoltura viral a tal punto que,
por el WB, la glicoproteina viral del prototipe del HTLV-I no reacciona, quedando como

Banki e al.* reportan la ocrencia de retrovirus humano endégeno, “HRES-I”
(secuencias enddgenas relacionadas al HTLV-I), que contrariamente & su grupo de
retrovirus endogenos expresan péptidos del GAG; anticuerpos anti-HTLV-I reaccionan en
contra de estos péptidos. El andlisis de WB del HTLV-1 y HRES-I demosird epitopes
comanes relacionados a lapl9, p24 y p28 del HILV-L

Posiblemente este hallazgo podria explicar el desacuerdo de datos referemtes a
anticuerpos anti-HTLV-1 en distintas enfermedades autoinmmines como  esclerosis
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miltiple,”® esclerosis progresiva sistémica,*** lupus eritematosus sistémico™ y sindrome
de Sjogren™ entre otras, ™ puesto que suer® de pacientes con estas enfermedades
reaccionaron en contra de péptidos expresados por el “HRES-I” i

Entre las 6 muestras "WB indeterminadas” de 12 tesis, 3 muestras presentaron
bandas Unicamente para la pl19 y p24 (Figure 11). Posiblemente ¢l analisis de muestras
de estos individuos podria revelar la expresion de retrovirus endégenos.

Probabiemente el “HRES-I”, ¢l Lmg-66/HTLV-1y el prototipo del HTLV-1 sean
formas evolutivas del HTLV en diferentes grados de maduracion en las céfulas hospederas, a
partir d¢ un retrovirus endogeno ancestral incapaz de expresarse. En los antigenos de
Ia region GAG, constitutivos del core del virus, confinados a la regién intracebular, se
encuentran los epitopes conumes, obviamente cuando el provirus se expresa produciendo
viriones, ya es mayor la interaccion de la membrana de la célula hospedera con las proteinas
codificadas por la region ENV del virus, ademas la exposicién del virien al microambiente
intercefular v la presiéon selectiva del sistema inmunoldgico, favorecen cambios,
encontréndose por lo tanto, mis expuestas las glicoproteinas de la envoltura viral a
variaciones antigénicas.

Basado en lo expuesto anteriormente, cabe la pregunta de si, los "WB
indeterminados” no sertan HTLV inmaduros, con expresion hnicamente de antigenos del
core viral (GAG), o bién, HTLV completos, pero con glicoproteinas variantes en la
epvoltura viral, incapaces de generar anticuerpes que reconozcan las glicoproteinas
del prototipo HTLV-I utilizadas en las pruebas serologicas. En estos casos aim
utilizindose el PCR/hibridacion para el ENV, pudiéran pasar desapercibidas en caso de que
la variaciom genomica del ENV no fuera muy exiensa.

El HTLV circulante enire amerindios amazénicos todavia resulia indefinible.
Trabajando en colaboracién con Maruyama’* previamente al desarrollo experimental de
esta tesis, detectamos anticuerpos que reaccionaron en contra de péptidos codificados por
la region GAG ( p15, p19 y p24) por el método de WB, utitizando el lisado viral de
Lma-66/HTLV-L La deteccion serologica especifica de glicoproteinas del ENV 1no se
hizo por el método de WB, 10 obstante, con e empleo de la Inmunomicroscopia
clectronica (con anti-IgG  acoplada al ojo coloidal) se pudo observar viriones
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reaccionando con el suero de indios de la Amazonia. En esta tesis bubo 15 muestras
de amerindios PA seroreactivas, pero cuando fueron sometidas a WB, una sola muestra fue
clasificada como seropositiva. Esie unico hallazgo de seropositividad al HTLV-I
corresponde a un  indio Wailipi, actualmente con 14 afios de edad. Segin
informaciones de la FUNAT-Amapé (Fundacion Nacional de Asistencia al Indio del estado
de Amaps), estos amerindios se han mantenido relativamente aislados de la civilizacion, sin
embargo hay reportes de transfusion de sangre, incluso el amerindio positivo fue sometido
a transfusién masiva de sangre en un episodio de malaria Ademas a pesar de que Ia
FUNAIL niegue contacto sexual de los Waidpi con civilizados, circula muy reservadamente
que esto ocurmi6. Recientemente se registrd un caso de leucemia linfocitica aguda
fulminante, culminando con el 6bito de un indio Waidipi, tio por la linea paterna del indio
HTLV-I seropositivo ( no se prob6 12 muestra del amerindio fallecido, tampoco del padre
del indio HTLV-I seropositivo). Examenes clinicos del amerindio HTLV-I seropositive no
indicaron ninguna anormalidad neurol6gica ni hematologica.

Andrade-Serpa et al” no detectaron anticuerpos para el HTLV-I entre indios de
una tribu indigena en los limites de la Amazonia brasilefia con la region noreste de Brasil, en
el estado de Maranhdo. Rodriquez ef al™ reportan la deteccion de anticuerpos anti-
HTLV-I entre amerindios Yanomami en la Amazonia Venezolana.

Después del hallazgo de Reeves et al.'>'7 de seroprevalencia de 9.9 % para el
HTLV-I entre indios Guayami de Panama gand fuerza la hipotesis de que, entre los
aborigenes del muevo mundo circula el HTLV-IL. Por oiro lado, uno de los
colaboradores de Reeves, Lal et al.,” trabajando con muestras del sur del estado de Pard,
Bragil, de individuos con malaria, por métodos serologicos detect6d 2 seropositivos, para
el HTLV-II; desconociendo 1a etnia de los individuos estudiados en el norte de Brasil,
suponiendo que estaba trabajando con una poblacion com gran porcentaje de sangre
indigena aunque realmente, la gran mayoria trae en su formacién étnica participaciéon de
europeus, africancs y aborigenes, en menor proporcién,

Chen ef al® reportan que individuos comprobadamente seroreactivos, cuando
fueron probados por WB con la gp52 recombinante del HTLV-II, reaccionaron con
HTLV-], demostrando que a\in existe epitopes comiines eptre ¢l HILV-I y el 11 en la
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secuencia aminoacidica de la gp52 recombinante. Por lo tanto, las 7 muestras
comprobadamente acarreadoras de la forma proviral del HTLV-I en ia tesis, argumenta
fuertemente en contra del reporte de Lal ef al. ¥ puesto que se basas en ¢l WB con
glicoproteina recombinante sin que se demostre ¢l genoma del HTLV-IL.

Reforzando el trabajo de Lal ef al,” Azevedo et al” con los resuliados
preliminares de esta tesis (incluyendo los amerindios seropositivos a PA), investigd 1,320
amerindios y detectd 17 individuos seropositivos al HTLV-II utilizando los mismos kits
comerciales empleados por Lal ef al Los 17 individuos suspuestamente HTILV-II
seropositivos son indios Kayapd, ya con un amplio contacto con civilizados, incluso con
reporte de enfermedades sexualmente transmisibles entre ellos.

Muy recientemente, Black ef @/ en una investigacién epidemiolégica muy
extensa, involucrando amerindios de Panama, Venezuela, Chile y Brasil confirmé la
presencia del HTLYV, especificamente del tipo II, por méiodos serologicos y
moleculares, destacindose la mas alta incidencia, de 47 %, entre los indios Kayap6, de
entre los cuales se incluye los mekranoiti y Xicrins, que nosotros™ en colaboracion con
Marnuyama habiamos previamente detectado anticuerpos supuestamente anti-HTLV-L,
nicamente para los péptidos del GAG, por lo tanto “WB indeterminados” segin el
“USPHS”*! De este gnpo de amerindios (Kubenkroke/Kayapé) seropositivos a HTLV-II,
nosotros en la tesis detectamos 9 seroreactivos a PA que no confirmaron por el método de
WB para HTLV-1

Grupos que investigan sobre las rutas de evolucion de los PTLVs, postulan que el
ancestral cormin a estos retrovirus se haya originado en Asia' y posteriormente en un
pasado no muy distante, divergido el HTLV-II del HTLV-Ty STLV. Se ha observado que
primates no humanos del viejo continente, de Asiz y Afiica, acarrean en sy genoma el
STLV-], indistinguible por pruebas rutinarias de serologia del HTLV-T®,

Confrontandose el paralelismo entre la alta incidencia del HTLV-I entre japonescs
y del STLV-I entre simios japoneses (Macaca menestring), y también entre simios
africanos (Cercopitheccus aethiops) y enire determinadas poblaciones de Africa, se
buscaron anticuerpos anti-HTLV-1 entre diferentes especies de simios amazomicos, Sin
encontrar ningun seroreactivo {Tabla 11). Sin embargo, simios africanos, importados de
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Africa, cautivos en el Centro Nacional de Primatas, Belém, Parf, Brasil, presentaron fuerte
reaccion cuando fueron probados por ELISA para detectar anticuerpos anti-HTLV-L,
generalmente con valores de D.O >2.00 ( muestras en este rango de D.O, cuando fueron
sometidas al WB, presentaron bandas correspondiendo a reaccion con GAG y ENV de
HTLV-l y se detectaron genes del HTLV-I por PCR/hibridacién). Andrade Serpa ef
al'™ tampoco detectaron anticuerpos anti-HTLV-I entre simios amazonicos.

Maruyama® menciona que simios del vigjo mundo albergan el STLV-I, hecho ya
ampliamente comprobado, mientras que simios del mevo mundo, en contrapartida, estan
infectados por Herpesvirus. Se podria suponer que la expresion de Herpesvirus
pudiéran mantener silencioso algin posible PTLYV relacionado con simios del nuevo mundo.

Fl origen del amerindio amazonico estd vinculado a la migracién de pueblos
asisticos al continente americano. La cocxistencia del indio con los simios es muy
esirecha en la floresta; surgi la interrogacién de &i el amerindio amazénico estuviera
infectado con el HTLV-I/II ;no cstaria también el simio del nuevo mundo? O al inverso, ya
que se menciona la posible existencia del STLV-I entre simios del nuevo mundo™*, no
cbstante, los simios amazonicos resultaron sercnegativos al HILV-I y  entre los
amerindios, un so6lo caso de positividad al HTLV-I torna indefinible la cuestion.
Investigaciones epidemiologicas mas extensas para HTLV-I y II son necesarias para
esclarecer estas dudas.

Linhares™’ y Kitagawa er al.' en el noreste y sur de Brasil respectivamente,
Tsugane et al'” en Bolivia y Blatimer ef al*® en Hawai demostraron la presencia de
anticuerpos anti-HTL V- entre inmigrantes japoneses y sus descendientes, no obstante, en
la tesis, no enconiramos seropositividad en este grupo, aunque se hayan probado tanto
personas jovenes y de latercera edad, oriundas de diferentes areas de Japom, todos
residentes en el estado de Pard, Brasil,

Si comparamos nuestros datos de seroprevalencia con otros datos reportados en
Brasil, encontramos que: Andrade-Serpa ef al.'® detectaron 1 individuo HTLV-I
seropositivo de una connunidad de 119 pegros en la Amazonia, y 8 de 215 pacientes
con distintas patologias (predominantemente  hematologicas/ sur de Brasil), no
detectaron aoticuerpos anti-HTLV-] entre 100 donadores de sangre (sur de Brasil). El



criterio para confirmaciéon de resultados PA/ELISA/IF positivos fieron basades en la
presencia de bandas en el WB (inicamente para los péptidos del GAG, p19, p24 y p53/55,
por lo tanto WB indeterminados, similarmente a nuestros hallazgos de 2 de 770 individuos
meztizos (del grupo control de la isla de Marajé) y 4 de 390 pacientes con neoplasias, todos
WB indeterminados. Bl individuo de la connmunidad negra de la Amazonia fue considerado
HTLV-I seropositivo en base a su seroreaccion por Inmunofluorescencia indirecta y ELISA.
De los 8 individuos seropositivos de un total de 215 pacientes con diferentes
hemoblastosis, solamente 3 pudiéron ser considerados seropositivos por presentar
bandas para péptidos codificados tanto por la region GAG como ENV del HTLV-,
mientras que nesotros no tuvimos ningin individuo con hemoblastosis seropositivo a
HTLV-I (0/69).

Por otro lado, Cortes e/ al '** en el sur de Brasil, analizando 1,316 individuos
del grupo de riesgo de contraer SIDA (homosexual, bisexual, prostitutas y esposas de
hemofilicos HIV seropositivos), 80 resultaron positivos para anticuerpos anti-HTLV-] por ¢l
método de radicinmunoprecipitacion (RIP). No obstante, estos datos son dudosos, pués e
reporte menciona que todas las 1,316 nmmestras fueron probadas por el método de RIP
como prueba confirmatoria por ser muy laboriosa y de muy alto costo.

El reporte de Caterino-de-Araijo ef al’” con datos confiables, mencionz la
presencia tanto de HTLV-1 como de HTLV-I entre individuos del grupo de riesgo de
contraer SIDA (adictos a drogas endovenosas, homosexuales y bisexuales) en el estado de
S&o Paulo (sur de Brasil). Los resultados de serologia fueron cotejados con los
resultados obtenidos por PCR/hibridacién. Estos dstos confirman los resultados de
investigaciones epidemioldgicas realizadas en Europa y Norteamérica, de elevada
prevalencia dcl HTLV-I entre individuos adictos a drogas endovenosas. En la tesis, los
datos referentes a los grupos de riesgo, ain son preliminares, pués también sugieren
fisertemente, diseminacién en gran escala del HTLV por el uso de agujas contaminadas
entre grupos promiscuos (datos no mostrados en la tesis).

Ha sido reportada seroreaccidn cruzada'™'” entre el HILV-VIL y el Plasmodio
spp., incluso se discute si la seroprevalencia para el HTLV-I/II encontrada en ¢l
trabajo hecho en colaboracién con Maruyama’, entre aborigenes amazlpicos, no es
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debida a una reaccién cruzada com Plasmodio, por otro lado otros investigadores
mencionan también probable falsa seroprevalencia para el HTLV-I en determinadas areas
de Africa y Sudeste asiatico®'*'% consideradas zonas malarigenas, como ocutre enl toda la
Amazonia.

Cuando se probarén en la tesis, 168 nmestras de pacientes con malaria
(Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax) del estado de Amapa, con microscopia
positiva por IF, se detectarén por ELISA cerca de 30 % de seroreactores a HTLV-I/IT
con valores de absorbancia (D.0O) elevada, ammiba del punto de corte (pero menor que
0.920), sugeriendo la presencia de epitopes comunes entre el HTLV-1y Plasmodio spp.,
tomando en cuenta que, entre los grupos probados, solamente ¢ste de plasmodio
positivo, presento elevacion general de los valores de densidad dptica por ELISA ( datos
no mostrados). A diferencia de este hallazgo, Lal er al”’ no encontraron seroreacion
cruzada con HTLYV en el sur de Para, Brasil,

Comparandose 1a tasa general de seroprevalencia para el HTLV-I encontrada en
este trabajo en la Amazonia brasilefia ( 0.56 %) con otras freas del planeta, se considera
relativamente baja la prevalencia del virus, ya que en Arcas endémicas como ep
Japén, la tasa de seroprevalencia varia entre 8 a 15 % en zonas hiperendémicas™ y de
0.3 a 1.2 % en 4reas de menor endemicidad *'%* En e} Caribe, la seroprevalencia para el
HTLV-I varia entre 2.3 % en Trinidad y Tobago a 6.1 % en Jamaica’” No obstante,
hay estudios epidemiolégicos que reportan tasa de infeccién por el HTLV-] de hasta
37 % en Japon'® y Caribe.™” En los E.U.A,, Ia tasa general de seroprevalencia para el
HTLV-I vana entre 0.025 a 0.043 % entre donadores de sangre de todo el pais, sin
embargo alcanza valores elevados como 9 % en poblaciones de alto riesgo'"*"", aunque en
el Noreste de México se reporta 0 % de seroprevalencia en poblacion de alto riesgo para
SIDA.'"?

En otras areas de Latinoamérica, se ha reportado seroprevalencia para el
HTLV-I en pacientes con TSP, de 1 a 5 % en Colombia'™'" y Caribe, %1%

En Melanesia, recientemente se aislé una variante antigénica del HTLV-L
encuentrandose alta seroprevalencia de hasta 15 % entre los aborigenes del 4rea 53108
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La seropositividad para el HTLV-I determinada en la tesis se concentra en 3
grupos: individuos de una pequefia villa de pescadores, eu la isla de Maraj6, Pard,
localizada en la desembocadura del rio Amazonas (grupo controf); entre profesionales de
salud, de Belém, Pard, trabajando cn 1a unidad de radioterapia y pacicntes con neoplasia
cervicoutering, sometidos a terapia con cobalto, Estos datos sugieren focos concentrados
con caracteristicas comiines en 2 grupos, de profesionales de salud y pacientes con
neoplasia. La prueba de xz ha demostrado que la frecuencia de anticuerpos a HTL V-1
determinada en ests tesis, no es un evento aleatorio obviamente, y si depende de factores
inirinsecos a los grupos humanos probados.

En Japonm, después de la catistrofe nuclear en Hiroshima y Nagasski, se
incrementaron significativamente las tasas de neoplasias, principaimente las leucemias
(excepto la leucemia linfocitica cronica) y neoplasias uterinas '** El objetivo deeste trabajo
no pretendia comprender que factores estan involucrados en la expresion del virus, sin
embargo, la radiactividad parece estar relacionada con la expresion viral (Figura 23).

El hallazgo del HTLV-1 en pacientes con céncer, particularmente cervicouterino
(4/390) es un dato poco reportado, sin embargo ha lievado a algunos grupos a investigar el
papel del virus en estas neoplasias. Por otro lado, el encuentro de HTLV-I entre
profesionales de salud (3/170), trabajando en unidades de radioterapia, es algo inusitado que
amerita ser mejor investigado, para tirstar de evaluar @ realmente ¢ factor radioactividad
esta involicrado en la expresion del virus. Sumado al hecho de que también los pacientes
con cancer cervicouterino, antes mencionados, fueron sometidos a la radioterapia, podria
suponerse que realmente la radioactividad esté relacionada al mecanismo de expresion de
este retrovirus, Es muy improbable que s¢ haya transmitido el virus de un grupo al otro,

En la tesis, los datos indican que ¢! HTLV-I es 3 veces mas frecuente entre
pacientes cancerosos que entre individuos del grupo control; esta tasa seria mis elevada s
s¢ tomara en cuenta los "WB indeterminados”, estos datos confirman los hallazgos de
Reeves et al.'® Asou et al y Maruyama et ol '™ los cuales detectaron valores
elevados de sesopositividad al virus en este grupo. Mnruyama” ademis estimb que el
HTLV-1 es S veces mas prevalente entre pacientes de cincer que mdividuos sanos.
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Como se menciond anteriormente, el HTLV-1 es considerado el agenie etiologico
dela leucemia/linfoma de linfocitos T de adultos™ Hematologos de Belém, Pari,
creen que la enfermedad ocurre, pero por falta de informacion médica no es
diagnosticada como tal. En la tesis, de 69 casos de hemoblastosis (leucemia linfocitica
aguda, mielocitica cromica, linfocitica cromica, linfoma de Hodgkins y no Hodgkins,
histiocitoma y plasmacitoma) ninguno present6 anticuerpos anti-HTL V-1 de acuerdo a las
normas del USPHS, sin embargo, un infante diagnosticado con leucemia linfocitica
aguda  presentd anticuerpos anti-pl9 y anti-p24 por el método de WB, falleciendo en virtud
de una fuerte supresion del sisiema inmumolégico. Saraiva'’’ relata un caso de
hemoblastosis en Belém, inicialmente considerado "WB indeterminado" pero que meses
més tarde presentd reaccion para todas las bandas por el WB. Otro caso de interés en este
estudio fue un adulto con linfoma no Hodgkins, reaccionando con ELISA a D.O > 2.00,
(compatible cen la presencia de bandas para el GAG y ENV por el método de WB), este
paciente fue a 6hito y la muestra de suero se agotd antes que se pudiéra confirmar los
resultados por WB y PCR, sin embargo, su esposa presento anticuerpos por los 3 métodos,
con bandas para ¢l GAG y ENV en el WB. Estos 2 casos no confirmados de serologia al
HTLV-I son compatibles con los datos de la literatura; posiblemente la leucenma linfocitica
aguda fuera Un caso mal diagnosticado de ATLL infantil "' - En cuanto al caso de tinfoma
no Hodgkins, también podria ser otro caso mal diagnosticado de ATLL, aunque hay
indicios de que el HTLV-I esté involucrado en la etiologia del linfoma no Hodgkins. ™"

Previamente al trabajo de tesis, en unma investigacion en colaboracién con
Maruyama® se detectaron anticuerpos anti-pl9 y anti-p24 en un infante con diagnostico
de sindrome de Guillain-Barré, En la tesis no se detectaron anticuerpos anti-HTLV-I
entre 37 muestras de pacientes con enfermedades neurologicas. Es muy probable que el
TSP/HAM ocurra en la Amszonia. El mimero de pacientes neurologicos probados enla
tesis fue muy pequefio, una investigacion més amplia pudiéra esclarecer mejor este punto.

Considerindose el hecho de que retrovirus endogenos  estan involucrados en la
morfogénesis y fisiologia del embrién 2> y que recientemente se identificd un retrovirus
endégeno relacionado al HTLV-L, “HRES-I"™ se buscaron anticuerpos anti-HTLV-1
entre infantes con sindrome de Down y ofras genopatias, sin que se enconiraran



anticuerpos anti-HTLV-] entre estes personas. Se piensa en el futuro aumentar la poblacion
de individuos con genopatias para comprender mejor la relacién entre retrovirs end6genos
y exogenos, y su papel en la fisiologia y patologia en ¢l organismo.

Entre las formas de transmision del virus, la transfusién de sangre contaminada en
bancos de sangre, fue responsable de la amplia diseminacion del virus en zonas de alia
endemicidad,****** afortunadamente, cn la mayoria de los paises en que el HTLV-Iy I
gson prevalentes, ya es de ruting la serologia para el HTLV-I y I en bancos de sangre. En
Brasil, recientemente se tornd obligatoria la serologia para el HTLV-I y I en bancos de
gangre.

En la tesis se investigo si los individuos involucrados en ¢l estudio epidemiolégico
habian sido sometidos a transfusion de sangre; de los 12 HTLV-I seropositivos, 4
habian sido transfundidos y los otros 8 reportaron no haber recibido transfusion de
sangre (Figura 22).

Saraiva''” reporta que de 804 dopadores de sangre de Belém, Par, 4 individuos
presentaron serofeaccion para el HTLV-I y 1 de 40 individuos con hemopatias presentd
anticuerpos anti-HTLV-1. Estos datos sugieren que los hemocentros del pais estan
contribuyendo a la diseminacion del virus. La tasa de 0.5 % de seropositividad al HTLY-I
hallada en el banco de sangre de Belém concuerda con la seroprevalencia de 0.31 % en la
poblacién de bajo riesgo determinada en la tesis (Tabla 8),

Generalmente los pacientes cancerosos reciben transfusién de sangre, la cual podria
haber sido una posible ruta de infecciém a HTLV-I entre los seropositivos hallados en la
tesis . De los 4 pacientes neoplasicos, solamente 1 recibi6 transfusion de sangre, por lo
tanto, la probabilidad de que la infeccion por el HTLV-] se deba a la transfusion de sangre
no representd un factor importante en este grupo.

La transmigion del virus por via sexual se hizo aparente en 2 casos; uno en que el
paciente neoplasico, HTLV-I seroreactivo por PA y ELISA, filleci®, con diagnstico
clinico de linfoma no Hodgkins y su esposa clinicamente sana, resultd seropositiva por
WB y PCR/hibridacion, y el otro caso, un profesional de salud, trabajando comeo técnico en
radioterapia y su esposa, tambiép profesional de satud, pero no radioterapista, resultaron
seropositivos al HTLV-I por WB y PCR/hibridacion.
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No se detectaron anticuerpos anti-HTLV-I entre hijos de HTLV-I seropositivos, ya
sea infantes o adultos jovenes; se podria suponer que la edad haya sido la probable
razén de la seronegatividad al virus entre estos familiares. Saito ef ol.'” reportan la
deteccion del genoma del HTLV-I en 3 neonatos seronegativos al HTLV-I, pero
nacidos de madres HTLV-I seropositivas. Probablemenie en este esiudio, si fuera
investigada la presencia de la forma proviral del HILV enlos hijos seronegativos, de
madres/padres seropositivos, se tendrian resultados positivos. La edad media de los
HTLV-1 seropositivos detectados en la tesis es de 44 afios, esto concuerda con la edad
media observada en otros estudios y con el tiempo de latencia del virus **** Egsta media
sube entre pacientes ncoplasicos, llegando a 50 afios, pero disminuye cuando s¢ trata de
individuos del grupo control de la isla de Marajo, pasando a 36 aiios (Tabla 9).

La predominancia del sexo femenino entre los HTLV-I seropositivos cuenta con
fuertes argumentos; la predominancia en la transmigién del virus del bombre a la
mujer, sumado al comportamiento sociobiolégico del hombre en su medio y 1a activacién
del genoma viral en el periodo de lactacion.*****



8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Con la realizaci6n de este trabajo de tesis se pudo Ilegar a las siguientes

conclusiones:

se pudo corroborrar la hipotesis de la existencia del HTLV-Ien la Amazonia brasilefia,
a través de la demostracién de anticuerpos en contra del virus, asi como por la
deteccion de su forma proviral en todos los individuos seropositivos probados.

s¢ encontraron variaciones genomicas muy discretas (seguramente puntuales) entre el
virus circulante en la Amazonia y el prototipo japonés.

el analisis de lag bandas en el WB de la reaccion de los péptidos virales del HTLV-I
con ¢l suero de los individuos evalwados como seropositivos, asociado al analisis de
secuencias genomicas del HTLV-I ubican taxonémicamente al HTLV-I circulante en
la Amazonia, muy cercanamente a los prototipos de Japén, Caribe y Africa y distante a
la cepa de HTLV-I hallada en las islas del Pacifico sur.

la seroprevalencia de HTLV-L fue 3 veces mayor en poblacion de alto riesgo a la
infeccion comparada con la poblacion de bajo riesgo principalmente en los grupos de
profesionales de salud y pacientes neoplisicos expuestos a la radiactividad.

se logro localizar las reas seroprevalentes a HTLV-I en la Amazonia brasiefia y
determinar en que grupos humanos hay mayor frecuencia del virus.
Considerase que los hallazgos de HTLV-I entre profesionales de salud y pacientes

con neoplasia cervicouterina, cxpuestos ambos a la radioactividad son inéditos y de gran
importancia.

El polimorfismo conformacional de cadenas simple de DNA encontrado para el

HTLV.I nos sugiere que ocurre mutaciones, determinadas por la relacion virus-huésped en
un mismo individuo.
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La deteccién del HTLV-I entre individuos de bajo tiesgo de coniraer infeccion al
virus, individuos del grupo control (3/770) y amerindios amazonicos (1/487), abre paso a
trabajos de iftvestigacion en la busqueda de las rutas de entrada del virus en estos grupos y la
relacion Imésped-parasito. Por otro lado, por tratarse de grupos humanos en donde la
asistencia médica y medidas de salud publica son muy carentes, se considera necesario una
amplia divulgacion de estos datos.

Fl hecho de no hallarse indicios de la circulacién del virus entre los inmigrantes
japoneses y sus descendientes (0/100), considerados de alto riesgo, muy posiblemente
indique la necesidad de aumentar el mimero de muestras probadas. Lo mismo sucede con los
grupos de individuos con neuropatias (0/37), genopatias y sus progenitores (0/60), pacientes
ginecologicos (0/104) y donadores de sangre (0/200).

La introduccién de la metodologia para la extraccion de acido micleico de
suero/plasma para pruebas moleculares come el PCR/hibridacién, es un gran paso para
estudios epidemiologicos, donde la infraestrutura laboratorial es deficiente, no
permitiendo la execucitn de técmicas méis elaboradas. Per otro lado la mtroduccion del
anilisis de SSCP para estudios moleculares del genoma del HTLV-I es reciente v nuestros
resultados aunque prelintinares son prometedores.

La comparacion hecha entre las técmicas de PA y ELISA, en que se demuestra
minimas diferencias en 13 sengibilidad entre estas técnicas, favorecen la utilizacion del PA en
prucbas de tamizaje® para anticuerpos anti-HTLV-I/IL, por su rapidez y simplicidad en su
ejecucion, sin que se necesite de mucha infraestructura.

El empleo de glicoproteinas recombinaates para la distincién del HTLV-I del tipo II,
aun ¢s preliminar y no la utilizamos. Sin embargo, estos productos recombinantes son nmy
prometedores para ¢l diagnéstico de infecciones retrovirales y podria reemplazar el
PCR/hibridacién, ya que son tecnologias que exigen instalaciones adecuadas, personal
preparado y ademéis son caras comparadas a la serologia con productos recombinantes,
quedandose el PCR/hibridacién para estidios que exijan mis detalles.

*Jtilizada Gnicamente PaTa pruchas de tamizaje, munca en diagnéstico por infeccién a HTLVA
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9.APENDICE.
SOLUCIONES UTILIZADAS.

1.Solucién de Extraccién de DNA de suero/plasma.
-Nal 6 M/ EDTA 13 mM / 0.5 % N-lauril sarcosinato de sodio/
10 g glucégeno/ Tris-HCl 26 mM, pH 8.0

2.Amplificacion génica, solucién de reaccion,

-10 X concentrado: Tris-HCI 200 mM, pH 8.7/ KCl] 100 mM /
(NH4)>S04100mM, MgCl; 20 mM, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml
Seroalbumina bovina.

3. Electrophoresis y Inmunoelectrotransferencia

- Solucion TBE: TRIS-BORATO 45 Mm, pH 8.3, EDTA 4 mM
y 10 % de glicerol.

-Hydrolink gel a 20 %.
-Azul de bromofenol a 0.05 %.
-Bromuro de etidio a 100 pg/ml.

4.Pré-hibridacién e Hibridacién.

-solucion de maleato (SSC 5 X): Acido maleico 100 mM, NaCl
150 mM; pH 7.5.

-5X SSC/ reactivo bloqueador a 1%/ N-lauroilsarcosinato de
sodio 0.1 %/ dodecil sulfato de sodio a 0.002 %.

-solucién de lavado (SSC 2 X/ SSC 1 X): SDS a 0.1 %.
-formamida a 50 %.

5. Deteccién inmunolbgica.

-reactivo bloqueador a 1 % en SSC.

-anti-digoxigenina-AP (Fosfatasa alcalina) en solucién de
trietanolamina, S0 mmol/l; NaC(Cl, 3mmol/l; MgCl;, 1mmol/;
ZnCl,, 0.1 mmol/l; seroalbumina bovina, 1 %; pH 7.6.
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TABLA 1. DISCRIMINACION DE LOS GRUPOS
HUMANOS INVOLUCRADOS EN EL ESTUDIO

EPIDEMIOLOGICO.

GRUPOS HUMANGOS MASCULINO(%) | FEMENINO ( %) | TOTAL (%)
GRUPO CONTROL 300 ( 38.95) 470 ( 6103)| 770 (27.53)
PROFESIONALES DE SALUD 19 (1L17) 151(88.82) | 170 ( 6.03)
PACIENTES NEOPLASICOS 107 (27.4 3) 283 (72.56) | 390 (1389
AMERINDIOS AMAZONICOS 227 (46.61) 260 (53.38) | 487 (17.30)
FAMILIARES DE HTLV-1 SEROPOSITIVOS 4(30.76) 9(69.23) 13( 046)
INMIGRANTES JAPONESES Y DESCENDIENTES 73(73.0) 27(27.0) | 100( 3.55)
PACIENTES DE GINECOLOGIA — 104 (100.0) | 104 ( 3.69)
PACIENTES CON NEUROPATIAS 21(56.75) 16( 43.29)| 37( L3
PACIENTES CON GENOPATIAS 17 (50.0) 17 ( 50.0) 34 ( 1.20)
FAMILIARES DE. PACIENTES CON GENOPATIA 11 (42.30) 15(57.69) | 26( 0.92)
HIV SEROPOSITIVOS 273 (86.39) 43( 13.60)| 316 (11.22)
PACIENTES CON MALARIA 168 (100.0) —— 168 ( 5.96)
DONADORES DE SANGRE 187 (93.50) 13( 650)| 200( 7.10)
TOTAL 1,407 (49.98) 1,408 ( 50.02) [ 2,815 (100.0)




TABLA 2. DISCRIMINACION DE LAS ESPECIES DE
PRIMATES NO HUMANOS DE AMAZONIA Y AFRICA
INVOLUCRADOS EN EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

PRIMATES NO HUMANOS

MACHOS (%) | HEMBRAS(%) | TOTAL (%)
Cebus apella 36 ( 62.1) 22(379) 58 (36,7)
Cebus albifrons 3 (600) 2 (40.0) 5 (32)
Cebus migrivitams 2 (40.0) 3 (60.0) 5 (32)
Calticebus moloch 1 (167) 5 (83.3) 6 ( 38)
Calfithrix jacchus jacchus 7 ( 53.8) 6 (46.2) 13( 3.2)
Callithrix argentata argentata 1 (100.0) =+ 1 (06)
Aotus agarae infulatus 14 (412) 20 (58.8) 34 (21.5)
Alouata belzebul belzebul 1 (50.0) 1 (50.0) 2 (13)
Chiropotes satanas utahicki 4 (40,0) 6 (60.0) 10 ( 0.6)
Cercopithecus aethiops* 11(45.8) 13 (54.2) 24 (15.2)
TOTAL 80( 50.6 ) 78 (49.4) 158 (100.0)
*Simio Africano

102112164
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TABLA 3. AMERINDIOS AMAZONICOS INVOLUCRADOS
EN EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO.

TRIBUS INDIGENAS | MASCULINO ( % ) | FEMENINO (%) |TOTAL ( % )
GALIBIS 48 (43.43) 51 (51.51) 99 (20.32)
KUBENKROKE 20 (32.78) 41 (67.21) 61 (12.52)
MUNDURUKUS 43 (46.23) 50 (53.76) 93 (19.09)
PALIKUR 26 (53.06) 23 (46.93) 49 (10.06)
YANOMAMI 42 (46.15) 49 (53.34) 91 (18.68)
WAIAPT 48 (51.06) 46 (48.93) 94 (19.30)
TOTAL 227 (46.61) 260 (53.38) 487 (100.0)
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TABLA 4. “PRIMERS” EMPLEADOS EN LA
AMPLIFICACION ENZIMATICA MOLECULAR DE LAS
REGIONES LTR Y GAG DEL HTLV-1 Y TAX DEL HTLV-I
Y HTLV-IL

REGION GENICA DEL HTLV-I LTR GAG TAX

JsECUENCLA 53’ DEL” PRIMER”| S82A603' | 824 A 8427 [7358 A 7377/7248 A T267°

LECUENCIA 3-5 DEL “PRIMER”| 744 A764* | 1017 A 1039 % [7496 A 7516/7386 A 7406 °

1. TGACCCTGCTTGCTCAACTCTA (22 MER)

2 ATGGGCCAAATCTTTTCCC (19 MER)

3.CGGATACCCAGTCTACGTGT (SECUENCIA COMUN A HTLV-I Y II, 20 MER)
4 TCTCTCCTGAGAGTGCTATAG (21 MER)

5 GAGTAGGCTGGCTAGGAGGGAGT (23 MER)
6.GAGCCGATAACGCGTCCATCG(SECUENCIA COMUN A HTLV-1 Y 11, 21 MER)
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TABLA 5. SONDAS MOLECULARES UTILIZADAS EN LA
DETECCION DE LAS REGIONES AMPLIFICADAS DEL
LTR Y GAG DEL HTLV-1 Y TAX DEL HTLV-1 Y HTLV-IL

REGION GENICA DEL HTLV-I SECUENCIA 3'-5° DE LA SONDA
LTR 655 A 624 (32 MER)'
GAG 931 A 960 (30 MER)’
TAX* 7447 A 7486 /7337 A 7376 (40 MER)’

LGGGTGGAACTTTCGATCTGTAACGGCGCAGAA
2.CGGTCCCTCCAGTTACGATTTCCACCAGTT

3. ACGCCCTACTGGCCACCTGTOCAGAGCATCAGATCACCTG
* REGION COMUN A HTLV-1Y IL




TABLA 6. NUMERO DE INDIVIDUOS SEROREACTORES

POR EL METODO DE PA, ELISA Y WB,

WPOS HUMANOS MASCULINO (%) |FEMENINO(% ) |TOTAL(%)
WPO CONTROL 0/300 (0) 31470 (0.63) 3/770 (0.38)
IOFESIONALES DE SALUD 1/19 (5.26) 2/151 (1.32) 3/170 (1.76)
MERINDIOS AMAZONICOS 1/227 (0.44) 07260 (0) 1/487 (0.20)
\M. HTLV-1 POSITIVO" 0/4(0) 2/10 (20) 214 (14.28)
MIGRANTES JAPONESES® 0/73(0) 0/27(0) 0/100(0)
\CIENTES NEOPLASICOS 0/107(0) 4/283 (1.41) 4/390 (1.02)
\CIENTES DE GINECOLOGIA  |— 0/104 (0) 0/104 (0)
ACIENTES CON NEUROPATIAS |0/21(0) 0/16 (0) 0/37(0)
ACIENTES CON GENOPATIA 0/17(0) 817 (0) 0/34 (0)

AM. PAC. CON GENOPATIA® w11(0) 0/15(0) 0/26(0)
OTAL 27179 (0.25) 10/1,352* (0.73)  {12/2,131 (0.56)

1 FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS 2. INMIGRANTES JAPONESES Y SUS

DESCENDIENTES 3. FAMILIARES DE PACIENTES CON GENOPATIA 4. UNA PERSONA DEL SEXO

FEMENINO PERTENENCE TANTO AL GRUPO DE PROFESIONAL DE SALUD COMO AL GRUPO
DE FAMILIAR DE INDIVIDUO HTLV-I SEROPOSITIVO.
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TABLA 7. COMPARACION DE LA FRECUENCIA DE
SEROPOSITIVIDAD A HTLV-1 ENTRE LOS DIFERENTES
GRUPOS TOMANDO COMO REFERENCIA EL GRUPO

CONTROL.
GRUPOS GRADO DE INCIDENCIA RELATIVO AL GRUPO CONTROL
PROFESIONALES DE SALUD 4.63 VECES MAYOR  (1.76/0.38)
PACIENTES NEOPLASICOS 2.68 VECES MAYOR  (1.02/0.38)
AMERINDIOS AMAZONICOS 0.52 VECES MENOR. (0.20/0.38)
FAM. HTLV-1 POSITIVO* 37.57 VECES MAYOR (14.28/0.38)

*FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS




TABLA 8. SEROPREVALENCIA A HTLV-1 ENTRE
INDIVIDUOS DE BAJO RIESGO Y ALTO RIESGO DE
CONTRAER INFECCION RETROVIRAL.

GRUPOS INDIVIDUOS POSITIVOS A HTLV-I (%)
BAJO RIESGO' 4 (0.18)
ALTO RIESGO’ 8 (0.37)
TOTAL 12 (0.56)

1.INDIVIDUOS DEL GRUPD CONTROL Y AMERINTDIOS AMAZONICOS
2. PROFESTONALES DE SALUD, INMIGRANTES JAPONESES Y SUS DESCENDIENTES, PACIENTES CON
NEOFLASIAS, INDIVIDUGS CON NEUROPATIAS, GENOPATIAS Y FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-1

SEROPOSITIVOS.



TABLA 9. MEDIA GENERAL DE EDAD ENTRE LOS
INDIVIDUOS SEROPOSITIVOS

AL HTLV-IL,

GRUPOS DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS EDAD MEDIA (ANOS)
PROFESIONALES DE SALUD 40.0
GRUPO CONTROL 35.6

AMERINDIOS AMAZONICOS

FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS

PACIENTES CON NEOPLASIA CERVICOUTERINA

49.8

FDAD MEDIA GENERAL

391
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TABLA 10. CORRELACION ENTRE VALORES DE D.O’

DETECTADOS POR ELISA Y POSITIVIDAD POR W B
PARA ANTICUERPOS ANTI-HTLY-I.

VALORES DE D.O * BANDAS EN EL W.B CLASIFICACION
pl9, p24, p29, p34,
>2.00 p36,p42, gp46, gp61/68 | SEROPOSITIVO
>0.921 Y <2.00 p19Y p24 INDETERMINADO
<0.921 _— SERONEGATIVO

*PUNTO DE CORTE : 0.391
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TABLA 11. INDIVIDUOS SEROPOSITIVOS A HTLV-I/1I
POR LA PRUEBA DE ELISA A D.O* ENTRE 0.920 A

VALORES SUPERIOR A 2.00.
GRUPOS 2.00 >D.0 >0.920 (%) | D.0>2.00
DONADOR DE SANGRE 0/200 (0) 0/200 (0 )
PACIENTE CON MALARIA 4168 ( 2.38) 0/168 (0 )
INDIVIDUO HIV SEROPOSITIVO 15/316 { 4.74) 2/316 { 0.63 )
SIMIO AMAZONICO 0134 (0) '01134(0)
SIMIO AFRICANO 4/24 (16.66 ) 2/24(8.33)

*PUNTO DE CORTE: 0.391



TABLA 12. COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE
LOS PEPTIDOS Y GLICOPEPTIDOS DEL HTLV-1
DETECTADOS EN EL METODO SEROLOGICO DE WB.

EEN 15

p24 0.8345 [p24

p29 0.6471 [0.5400 |p29

p34 0.5883 |0.4909 |0.9091 |p34

p36 0.6471 |0.5400 |1.00  [0.9091 | p36

p42 0.6853 |0.7833 (0.6894 |0.6267 10.6894 | p42

p46 0.5547 |0.6846 [0.6291 [0.7171 |0.6291 |0.8740 |p46

gp61/68 |0.7050 |0.5883 |0.7464 |0.8345 |0.7464 |0.7510 | 0.8593 | gp61/68
p53/55 |(0.0748 [0.3364 |0.2357 |0.2143 |0.2357 |0.3038 | 0.2091 |0.0748

p=0.001
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TABLA 13. COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE
LAS REGIONES AMPLIFICADAS DEL LTR, GAG Y TAX.

TAX GAG
LTR 0.9179 0.8154
0.7485 TAX

p=0.001



TABLA 14. SINOPSIS DE LOS RESULTADOS ORTENIDOS
CON LOS PEPTIDOS/GLICOPEPTIDOS DE HTLV-1 EN
WB.

HTLV-1 SEROPOSITIVO SEXO |[p19|p24 |p29 | p34 | p36 | p42 | gp46 | pS3/55 61/68
=

#3 neop. cervicouterina’ Fem. |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ £ &

#6 amerindio Waiipi Masc. |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +
[ 3

#8 profesional de salud® Fem. |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +
3

#9 profesional de salud Fem. |+ |+ 1+ 1+ |+ |+ |+ + +
&

#10 profesional de salud Mase. [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ + +
®

#14 neop. cervicouterina Fem. [+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ s -

#16 neop. cervicouterina Fem. |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ + +

#17 neop. cervicouterina Fem. |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +
=

#19 grupo control Mase, |+ |+ |+ |- |+ [+ |+ + &

#22 Fam.HTLV-I’ Fem. |+ [+ [+ |- |+ |+ |+ |+ "
[ ]

#27 grupo control Mase. |+ |+ |+ |- |+ |+ [+ + -

#36 grupo control Mase, |+ [+ |+ |~ |+ |+ |+ + -

! Neoplasia cerviconterina ? Individuo profesional de salnd también clasificado come Familiar de
individoo HTLV-1 seropositive * Familiar de Individuo TYLV- servpositivo.
*Individuos sometidos al anilisis de SSCP,
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FIGURA 1. MAPA DE LA AMAZONIA BRASILENA EN QUE
SE REALIZO LA COLECTA DE MUESTRAS DE SANGRE
PARA EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO.



COLECTA DE MUESTRAS DE SANGRE (2.815 MUESTRAS)
!
OBTENCION DE SUERO O PLASMA
U

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-HTLV-VII

u U
PA (50/2,131%) ELISA (2/684)
v
ELISA (34/50)

Y
WB (12/34) / WB INDETERMINADAS (6/34)
It
SELECCION DE MUESTRAS CON MEJOR PATRON POR EL W B (7/12)
Y
PCR (7/7) / HIBRIDACION (7/7 )
U

ANALISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL
*DE UN TOTAL DE 2,815 MUESTRAS, 684 MUESTRAS FUERON PROBADAS UNICAMENTE POR ELISA

FIGURA 2. FLUJOGRAMA EMPLEADO EN EL
TRABAJO DE TESIS.
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Patrones de aglutinacion
,b‘b

FIGURA 3. METODO DE AGLUTINACION DE
PARTICULAS DE GELATINA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-HTLV-L



1. Adicion del antigeno viral de HTLV-I(lisado celular).

2. Adicién de muestras de suero/plasma a ser probado.

3. Adicion de Anti-IgG humana conjugada a la fosfatasa
alcalina.

4. Adicién del sustrato p-nitrofenilfosfato.

5. Desdoblamiento del sustrato com coloracién amarilla del
medio.

FIGURA 4. METODO SEROLOGICO DE ELISA.
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a.Bandas revelando péptidos de GAG, ENV y Px; patron
positivo.

b.Bandas revelando péptidos de GAG; patrén indeterminado
c.Bandas revelando glicopéptidos de ENV; patréo

indeterminado.

FIGURA 5. PATRONES DE SEROREACTIVIDAD A
PEPTIDOS Y GLICOPEPTIDOS DE HTLV-L
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LTR 582-603

SR /0 ) CNN00000000N00N0N00000N0N00000000003

3UUOU0LDUDUUUOUO 0000000000000 0000000ooC IS
LTR 764-744

GAG 824-842
SEREEEN 1 C000000000000600r000N0000000000003
30MNO0NONO000O0NO0000 00000000 OO0 OO OO
GAG 10391017

TAX* 7358-7377(T) 7248-7267(II)
SRR OO0 DO OO00 00 0000000000000 0D 00000000 00000003
300000000000 00 o000 0000 o0 000D OO OO
TAX*7516-7496( 1 ) 7406-7586 (1)

FIGURA 6. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS
REGIONES DEL HTLV-I* AMPLIFICADAS CON PRIMERS
PARA LTR, GAG Y TAX

*La region TAX ¢s connim a HTLV-1 y HTLV-1
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_ FIGURA 7. DISTRIBUCION Y FRECUENCIA DE LA EDAD ENTRE LOS GRUPOS INVOLUCRADOS EN EL mchu_@
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#1: PROFESIONAL DE SALUD

#2: NEOPLASIA CERVICOUTERINA

#3: PROFESIONAL DE SALUD

#4: PROFESIONAL DE SALUD

#5: NEOPLASIA CERVICOUTERINA

#6: GRUPO CONTROL

#7: GRUPO CONTROL

#8: CONTROL POSITIVO (Lma-66/HTLV-I)

FIGURA 12. HIBRIDACION CON SONDAS ESPECIFICAS

TAX DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON
“PRIMER” TAX HTLV-L
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#1: PROFESIONAL DE SALUD

#2: NEOPLASIA CERVICOUTERINA

#3: PROFESIONAL DE SALUD

#4: PROFESIONAL DE SALUD

#5: NEOPLASIA CERVICOUTERINA

#6: GRUPO CONTROL

#7: GRUPO CONTROL

#38: CONTROL POSITIVO (Lma-66/HTLV-I)

FIGURA 13. HIBRRIDACION CON SONDAS ESPECIFICAS

GAG DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON
“PRIMER” GAG HTLV-L
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#1: PROFESIONAL DE SALUD

#2: NEOPLASIA CERVICOUTERINA

#3: PROFESIONAL DE SALUD

#4: PROFESIONAL DE SALUD
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