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AREA DE TRABAJO

Este trabajo se realizé en el laboratorio de Inmunologia y Virelogia del
Departamento de Micfobiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias

Biologicas de la U.A.N.L.



RESUMEN

El Virus Linfotrépico T Humano es asociado a un amplio espectro de
patologias humana: leucemias de las células T de adulto (ATL), enfermedades
neuroldgicas crénicas como paraparesis aspastica tropical/mielopatia asociada a
HTLV-1 ( TSP/HAM) vy disfunciones en el sistema inmune. Las regiones
endémicas para el virus se encuentran Japon, Sur de Italia, Africa central, el area
del Caribe y los Estados Unidos, este dltimo presenta una baja endemicidad con
relacion a los paises antes mencionados.

Este trabajo se realizé con el fin de conocer la presencia del virus
preferentemente en la region noreste del pais y su distribucién entre los diferentes
subgrupos de alto riesgo y donadores de sangre. Por lo que se probaron 2095
muestras de suero por la prueba de PA (aglutinacion pasiva). La poblacién de
estudio fue dividida principalmente en 2 grupos: Poblacion de alto riesgo y
donadores de sangre ( bajo riesgo).

Se probaron 1078 individuos de la poblacion de alto riesgo de los cuales 803
eran originarios del noreste de la Republica mexicana y 275 del estado de
Guerrero, un paciente resulté positivo y 11 presentaron reactividad devilmente
positiva a la prueba de PA, sin embargo fueron negativos a la prueba de
inmunoelectrotransferencia ( WB) y PCR de DNA de células mononucleares
periféricas. De la poblacién de donadores se probaron 1017, sueros de las cuales
4 fueron positivos a PA, estos se sometieron a la prueba de microtitulacién ,
resultando 3 con titulos mayores de 1:16 unidades aglutinantes. Por la pruecba de
WB 2 presentaron reactividad unicamente contra la proteina gag p19.

Estos resultados indican que el noreste de la Republica y el estado de Guerrero
presentan baja seroprevalencia con respecto a los resultados presentados en otros
paises de centro y sud América y los Estados Unidos sin embargo se requiere de
un mavor numero de pacientes para conocer la prevalencia de la region.



INTRODUCCION

En la ditima década ha sido posible poner de manifiesto un grupo de
retrot irus exogenos T linfotrépicos considerados como la mayor plaga de la segunda
mitad del siglo XX. En 1978 fue aislado de 2 pacientes leucémicos el primer
retrovirus humano el Virus Linfotrépico T humano ( HTLV-1) por Poiesz del grupo
de Robert C. Gallo, caracterizado y publicado por el mismo grupo en 1980, en 1983
fue aislado el Virus de la Inmunodeficiencia Humana ( HIV ) de 3 pacientes con el
sindrome de la inmunodeficiencia adquirida, de acuerdo al efecto patoldgico los
podemos clasificar en dos grupos: Los que inducen a una transformacion no
controlada conduciendo a malignidad formado por los Virus Linfotrépicos T
Humanos { HTLV-I/IT ) y los que producen deplecién de la células T formado por
HIV-1T.

Estos dos grupos apesar de pertenecer a dos subfamilias diferentes,

( HTLV-I/1I pertenecen a la subfamilia Oncovirinae y HIV-I/I a la subfamilia
Lentivirinae ) tienen muchas caracteristicas en comin como son: el tropismo por
los receptores CD4 de las células T, una organizacioén genética similar { aunque las
secuencias nucleotidicas presentan homologia distante } y ambos conducen a una

disfuncion del sistema inmune.

HTLV-I, BLV ( Virus de la Leucosis Bovina ) y STLV ( Virus
Linforrdpico de Simios ) pertenecen a la misma subfamilia comparten
numerosas caracteristicas de infeccion, patologia, estructura genética y estrategias
de expresion sin embargo se diferencian por su rango de huésped y las células

que 1 2ctan.

HTLV-L, BLV. STLV y HIV son retrovirus que se replican en las células
de la rzspuesta inmune integrandose fortuitamenie en el genoma del huésped. No
poseer. oncogenes pero sus productos son capaces de inducir la enfermedad

despuzs de un largo periodo latente.



HTLV-1 es asociado aleucemias de las células T de adulto, recientemente
se ha asociado y aislado de pacientes con problemas neurodegenerativos como
"mielopatias y paraparesis espastica tropical, ademas se le ha asociado en algunas
etiologias 4o problemas psicéticos, ( en animales ya se habia reportade mucho

antes la asociacion de retrovirus con patologias neurodegenerativas ).

Estudios seroepidemioldgicos revelan que HTLV-I es endémico para
distintas 4reas geograficas del mundo como es ¢l suroeste de Japon, Sur de Italia,
Africa central, el 4drea del Caribe y ciertas regiones de los Estados Unidos
manifestando una incidencia mas alta en mujeres, personas de color y con edad
avanzada ,En México no se han establecido pruebas de tamizaje rutinario en
donadores de sangre como en otros paises ademas los estudios realizados con
respecto a la incidencia del virus son esporadicos, por lo tanto no se ha determinado

su seroprevalencia real.

Ciertas evidencias sugieren que HTLV-I puede ser transmitido por contacto sexual,
transfusiones sanguineas ( y en general por la introduccién de linfocitos infectados
por diferentes rutas). En los Estados Unidos se ha determinado una seroprevalencia
de 0.002% ,sin embargo el grado de conversion puede ser hasta del 82% en
recipientes de sangre seropositiva al virus. En Japén se ha determinado una
seroconversion hasta del 60 % en parejas de pacientes positivos por transmision

sexual.

El diagnostico se basa en su mayoria por las técnicas serolégicas detectando
anticuerpos, las cuales nos pueden proporcionar resultados falsos negativos por las
caracteristicas propias de la infeccion. La técnica de hibridacién y PCR de DNA y
RNA son herramientas muy importantes como pruebas confirmatorias en el
diagnostico, detectandose secuencias virales que en conjuncién con las técnicas

serolégicas nos proporcionan un diagndstico mas preciso.



ANTECEDENTES

L- SEROEPIDEMILOGIA

El virus linfotrépico T humano ( HTLV-1) fue el primer retrovirus humano
aislado por Poiesz et al en 1980 de un paciente con linfoma cutineo de células T.
( 58 ). es un retrovirus exégeno que se replica en las células hospederas integrandose
fortuitamente en el genoma del huésped, no posee oncogenes pero sus productos
son capaces de inducir una transformacién no controlada conduciendo a malignidad
y disfuncién del sistema inmune después de un largo periodo latente, presenta
tropismo por los receptores CD4 Y CD8 de linfocitos T, el virus brota de la
células presentando una simetria esférica como se muestra en la figura No 1.
(20,80) Es un virus muy labil y facilmente es inactivado cuando entra en contacto
con el medio ambiente, se transmite por medio de liquidos y tejidos biologicos
conteniendo linfocitos T infectados ( 24 ) se transmite por via vertical de madre a
hijos através de leche materna ( 26 ) o por rompimiento del cordén umbilical al
momento del parto (66 ) y por via horizontal através de transfusiones
sanguinsas ( 81 ), agujas contaminadas con sangre infectada principalmente en
drogadictos ( 62 ) y por contacto sexual de hombre a mujer, de hombre a hombre

y raramente de mujer a hombre (78 ) .

No se conoce la cantidad de sangre o células necesarias para causar una infeccidn sin

embargo se ha estimado que la minima cantidad de sangre para la seroconversion en

conejo s de 10 ul lo cual equivale aproximadamente a 1.7 X 10 * linfocitos (38) ¥

para lz ransmision por leche materna o semen de personas seropositivas a conejo es de

5X 1060 menos (30 ).
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Fig. 1.- Fotografia del virus durante el periodo de gemacion

HTLV-l es endémico en distintas areas geograficas del mundo (fig. 2. )
originalmente se asocié con leucemias de las células T en Japdn, estudios
subsecuentes revelaron otras areas endémicas al virus en las Islas del Caribe,
Africa Central , Sur de Italia (80 ) y mas recientemente en Sudamerica ¢ Islas del
Pacifico Sur donde se detectaron seroprevalencias elevadas entre los aborigenes
nativos de estas dreas ( 7). Ademas de las leucemias de células T el virus fue
asociaco con procesos neurodegenerativos del sistema nervioso central, en Japdn se les
denominé Mielopatias asociadas a HTLV-1 ( HAM ) y en el Caribe y Sudamérica

parapa-asis espastica tropical (80). Los estudios seroepidemioldgicos revelan que la



incidencia es més alta en mujeres, personas de color ( 3,37,80 ) y se incrementa

proporcionalmente con la edad.

La prevalencia de anticuerpos en la poblacion de las Islas del Caribe es de 3 a 4
% incrementidndose hasta enun 33 % en personas de edad avanzada (60 a 90 afios ).
en Japon es de 3 a 7 % presentando una marcada diferencia entre una regién y otra
por cjemplo la Isla de Heteruma presentan una prevalencia de 21.2 % mientras que 1a
Isla Taketomi presenta 6.2% ( 37 ), algo similar se presenta en Panama. Los Estados
Unidos 4rea de baja endemicidad presenta una seroprevalencia de 0.025% en
donadores de sangre. Taiwan presenta 4.81 seropositivos por cada 1000 habitantes
(34) v en Europa particularmente Francia e Inglaterra los pacientes con leucemias de

células T de adulto son inmigrantes de areas endémicas.

FigNo. 2 Areas endémicas para HTLV - 1



Il PATOLOGIAS ASOCIADAS AL VIRUS

HTLV-1 ASOCIADO A LEUCEMIAS/LINFOMAS.

Alrededor de 80 al 100 % de los pacientes con leucemias/ linfomas de las
células T de adulto ( ATLL) reaccionan positivamente con las proteinas del virus,
ATLL e¢s considerada como la neoplasia mis maligna de los linfocitos T y mds
comur. en Japon y en ¢l drea del Caribe caracterizada por la proliferacion de
linfocitos CD4 y CD8 con manifestaciones clinicas como
hipergamaglobulinemia, hipercalcemia, linfadenopatia, pleomorfismo lobulado de
células T de sangre periférica y lesiones cutaneas ( 14,20,33 ). En Jamaica se ha
reportado una alta frecuencia (56.7 %) de asociacién por serologia y estudios

moleculares de HTLV-I con linfoma no hodgkin's .( 14 )

HTLV-1 ASOCIADO A PROBLEMAS NEUROLOGICOS.

Enel Caribe, Africay Sur de los Estados Unidos HTLV-1 es asociado con
mielopatias y en Japén con neuropatias ( 5,32,59 ). Una alta incidencia de focos de
paraparesis espastica tropical asociados al virus ha sido reportada en Colombia ,
Jamaica y Brasil, el 1 % de los individuos seropositivos desarrollan problemas
cerebrales en los que se han encontrado altos niveles de anticuerpos en suero y
fluido cerebro espinal ( 9,18 ) con pérdida sensorial, disfunciéon de la vejiga,
dificulzad para hablar, debilidad y dolor en las extremidades inferiores. También se
a asoviado a esclerosis multiple (57, 59 ), sin embargo no se han encontrado

evidercias claras que demuestren tal asociacion ( 35 ).



HTLV-l ASOCIADO A OTRAS PATOLOGIAS Y AGENTES
OPORTUNISTAS.

Ean las 4reas endémicas se presenta un alto grado de seroprevalencia a HTLV-
L. no obstante son pocos los casos clinicos reportados, el virus s capaz de provocar
una immunodeficiencia que permita infecciones oportunistas creando diferentes

patologas.

A) HTLV-1 ASOCIADO A OTRAS MALIGNIDADES NO ATLL. Diversas
malignidades a menudo ocurren en pacientes ATLL-HTLV-I, ademés se han
asociado otros tipos de céncer con el virus en arcas endémicas. Asou etal. (1986)
determinaron una seroprevalencia de 15.48 % en 394 pacientes con diversas
malignidades sin transfuciones sanguineas previas y 26.12% en 291 pacientes
poliransfundidos ( 6 ) . Matsuzaki etal. detectaron el provirus en células
carcinogénicas de pulmén de un paciente que presentaba altos niveles del
receptor de la interleucina 2 en circulacion ( 46 } y Gessain etal. lo detectaron en la
biopsia de placas cutdneas y ndédulos con infiltracién de células T pero no en
sangre periférica ( 25 ).. La posibilidad de la infeccion de HTLV-I como un
agente oportunista es muy remota por su mecanismo de transmision, asi que la alta
seroprevalencia de HTLV-IVII con malignidades sugiere que estas ocurren
asociadadas a la infeccion misma. HTLV-I ha sido enconirado en células
endoteliales in vivo e in vitro por lo tanto la posibilidad de una oncogénesis direcia
con otras malignidades no ATLL no puede ser descartada (15), ésta probablemente

provocada por la disfuncion del sistema inmune y/o por los productos del gen pX.

Se han realizado algunos trabajos con el efecto patobiologico de los
productos del gen pX de HTLV-l en ratas transgénicas y se ha postulade que
estos productos activan la expresion de los genes celulares que conducen a la

trensformacion. { 22,27 )



B) HTLV-I ASOCIADO A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES).
LES es una enfermedad de etiologia desconocida que manifiesta anormalidades en

‘tejido ¥ en la respuesta inmune, la cual es endémica para la region del Caribe y

algunos investigadores la apoyan otros afirman lo contrario ya que muestran en
areas endémicas la misma relacién de seropositividad en pacientes con LES y la

poblacion en general.

C) HTLV-I ASOCIADO A INFESTACIONES MASIVAS
DE STRONGILOIDES. En areas endémicas se han encontrado pacientes con
infestaciones masivas de strongiloides y serologia positiva al virus. Debido al efecto
inmunosupresor del pardsito se piensa que este probablemente sea un cofactor en

la replicacian viral ( 57 ).

D) HTLV-I ASOCIADO A HIV.- La accién conjunta de HIV/HTLV-I-II ha
sido estudiada en poblaciones de alto riesgo. Manca etal. (1990) encontraron 20.8 %
(5 de 24 pacientes positivos a HIV) de asociacién entre los dos virus en una
poblacion de 318 pacientes sifiliticos ( 42 ) mientras que Cortez et al
encontraron la presencia de los 2 virus en un rango de 1 a 11 % entre los diferentes
subgrupos de una poblacién de pacientes con SIDA y de- alto riesgo( 15 ). Los
estudios moleculares revelan que HTLV-I tiene la capacidad de incrementar
notablemente la expresién de HIV reduciendo el periodo latente ¢ incrementando la

severidad de la enfermedad. (6 )

Ademas de las asociaciones antes sefialadas, HTLV-I ha sido encontrado
en pacientes con poliartritis, y asociado con otros microorganismos tales como
Borrelia . Epstein Bar, Pneumosistis carinii, sifilis, gonorrea y estreptococos o

estafilococos en lesiones cutaneas. ( 44, 57 )



III POBLACION DE ALTO RIESGO PARA HTLV-III

A) POBLACION DE ALTO RIESGO A SIDA. Una gran proporcion de
individuos infectados con HIV son también infectados con HILV-1 o II. En los
ultimos afios se ha encontrado una seroprevalencia incrementada ( 7a 50 % ). en

esta poblacion de alto riesgo.

En consumidores de drogas intravenosas la seroprevalencia para HIV
es un problema muy fuerte mientras que para HTLV-I lo es en menor proporcion
(46 % HIV y 9 % HTLV-1 en Nueva York v 32 % HIV 6.6 % HTLV-I en Italia) (
76 ) Sin embargo en esta poblacion la seroprevalencia de HTLV-1I se incrementa
con respecto a HTLV-1 (HTLV-II 18 % y HTLV-1 9 % en N.Y. ), HTILV-II es poco

comin en otras poblaciones de riesgo ( 62 ).

En la poblaciéon homosexual de Trinidad donde HTL.V-I es endémico
se ha incrementado hasta 6 veces (15 % ) comparado con la poblacion heterosexual
(2.2 %). En Jamaica en una poblacién de 125 homosexuales €! 5 % resultaron
positivos para HTLV-I y' 10 % para HIV ( 50 ), ¥ en los Estados Unidos Angela
Mans (1988) encontré de 15 a 30 % de amticuerpos contra HTLV-I en homosexuales
y bisexuales con linfadentitis generalizada y SIDA (27).

B) POBLACION TRASFUNDIDA. En 4reas endémicas la seroconversion de
HTLV-I después de la transfusion de componentes de la sangre ha sido observada
" hasta en el 60 % de los casos, asi por ejemplo en 1990 Oliver Gout reportd un caso
de mielopatia subaguda en un hombre de 41 afios de edad que vivia enun &rea no
endémica 18 semanas después de la transfusion sanguinea; de los 59 donadores
uno era  positivo y se comportaba como portador asintomatico ( 25 ). El corto
tiempo entre las transfusiones y la manifestacion clinica puede ser debido a la

Inmunosupresion a que son sometidos los pacientes y al alto inoculo viral ( 81 ).
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C) HTLV-1 INTRAFAMILIAR. Varios grupos han reportado la presencia de
anticuerpos para HTLV-1 en los miembros de las familias de pacientes seropositivos (
"5,14.63 ), en areas endémicas donde la prevalencia en la poblacion normal es de 12 %
los miembros d= '2c familias de estos pacientes presentan una prevalencia del 48 %
manifestandose con frecuencia en los esposos de los pacientes probablemente por un
intercambio sexual no protegido. En Japdn se estimé que la transmisién de un conyuge a
otro es de 61 % en un periodo de 10 afios. ( 58 ) y se ha estimado que los miembros
jovenes de la familia ( menores de 20 afios ) presentan una prevalencia baja similar a

la de la poblacién normal, ( 5. 63 ).

IV DIAGNOSTICO DE HTLV-L. El diagndstico se realiza por métodos

serolégicos vy moleculares.

A) METODOS SEROLOGICOS - Los métodos de tamizaje son importantes
para la deteccion de portadores asintomdticos por su potencial de transmision a
través del contacto sexual y transfusiones sanguineas. Las pruebas de tamizaje mas
ampliamente utilizadas son el ensayo inmunoabsorbente ligado a una enzima
(ELISA) v el ensayo de particulas aglutinantes ( PA ) en 1988 Kobayashi reportd
que aunque tienen poca especificidad PA tiene mayor sensibilidad que una prueba
de ELISA v gue la inmunofluorescencia que es utilizada como prueba confirmatoria
por su capacidad para detectar IgG e 1gM ( 62 ). En este mismo afio Wihte et al
reportaron una sensibilidad de 96.9 % para la pruéba de inmunofluorescencia, 92 %
para radioinmuno ensayo, 97% para ELISA y 100% para PA y una especificidad de
94.3%. 98.9%, 98.8% y 96.3% respectivamente ( 79 ). Las pruebas confirmatorias se
realizan por Inmunofluorescencia, Radioinmunoprecipitacion ( RIP ) vy
Western blot ( W B ) ( 60,80 ). Anderson etal ( 1989 ) observaron una mayor
sensibilidad del WB para el anticuerpo p24 mientras que RIP fue significativamente

mas sensible para la GpS1 (1 ). La Organizacidon Panamericana de la Salud
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recomienda para ¢l reconocimiento de los pacientes positivos la observacién como
minimo de dos antigenos, el p24 del gen gag y el producto del gen env 46 o 21

“(17).

B)METODOS MOLECULARES.- La necesidad de pruebas mds especificas
y sensibles que resuelvan los problemas de las técnicas serolégicas ( falsos positivos.
falsos negativos y seroindeterminados ha llevado a la utilizacion de pruebas
moleculares para la deteccién del provirus como son: Southern blot ampliamente
utilizado como prueba confirmatoria para la deteccion del provirus en el
DNA. Las secuencias génicas mas utilizadas como sonda son las LTR, y pol por ser
las secuencias mas conservadas y la regién px por ser secuencia Gnica de este
grupo viral, en la  hibridacién  algunos investigadores han utilizado
oligonucledtidos como sonda ( marcada con P32 o con material no radioactivo )
debido a que uno de los principales problemas en la utilizacion de la secuencia
génica de DNA es la carencia de condiciones bien descritas como son temperatura y
concentracion de sales para la hibridacion a diferente astringencia.
Recientemente se ha utilizado la Reaccion en Cadena de la Polimerasa ( PCR ) para
la amplificacion y deteccién del genoma viral como prueba diagndstica confirmatoria
y para la deteccion de virus defectivos en pacientes ATLL (45 ), y en pacientes

seroindeterminados. (28 )
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CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El virus linfotrépico T humano es clasificado dentro de la familia
Retroviridae, subfamilia Oncovirinae, posee una nucleocapside de simetria
icosahédrica con una envoltura de conformacion irregular que es tomada de la
célula durante el periodo de gemacion, presenta espiculas de naturaleza
glicoproteica codificadas por el genoma viral, ademds posee un nicleo
electrodenso que lo clasifica como un retrovirus del tipo C, su didmetro oscila entre

los 90 v 140 nm ( 67 )

Figa3 HTLV 1 esti constituido
. gp 46 por un core, representado por
gp21 las proteinas p19, p24 y pl15,
por 2 moléculas de RNA ¥ una

transcriptasa inversa.lLa en-

voltura esta formada por una

p24 bicapa lipidica y las glico.-

proteinas gp46 y gp21.

TRANSCRIPTASA INVERSA

ENA
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El genoma viral esta constituido por dos moléculas idénticas de RNA de una
sola cadena con polaridad positiva de 9,032 pb anatomizado del extremo 5’ al 3'

terminal por los siguientes locus genéticos, LTR-Gag-Pol-Env-Px-LTR. Como se
muestra en la figura 4.

HTLV-1

N

9032

:,LTR GAG___ POL —tNY . PX tm-

N

W

.TRANSCRIPTASA PROTEINAS DE
INVERSA i REGULACION
PROTEINAS DEL PROTEINAS DE  CGENICA
CORE VIRAL ENVOLTURA

F ig. N 0. 4 Estructura genética de HTLV-VII

LTR ( long terminal repeat ) juega un papel importante en la integracidn del
proviris en el genoma del huésped y en laregulacién de la particulas virales
por medio de elementos enhancer que incrementen eficientemente la
transcripcion de los genes virales y celulares vecinos. Esta constituido por 75 pb
y flangueado por 6 pb repetidos de DNA celular. Cada LTR conticne las
secuencias U3-R-U5 (43,62,67,70).
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Gag codifica para las proteinas estructurales iniciando en el codén ATG en
la posicion 82 y termina con TAA en la posicion 2,089 codificando un precursor
-de 53 kd que a través de un proceso de maduracion da origen del extremo amino
terminal al extremo carboxilo terminal NH2-p19-p24-p15-COOH, la p24 y pl9
son facilmente detectadas con las pruebas confirmatorias de Western blot
(43.62.67,70 ).

Pol es el gen que esta localizado inmediatamente después del gen Gag y es
transcrito como una poliproteina gag-pol que codifica para 896 aminoacidos
originando a un precursor de 99 kd que a su vez da origen a la transcriptasa
inversa y a la endonucleasa (13,67).

Env codifica un precursor proteico de 488 kd el cual inicia en la posicidn
5,180 ¥ termina en la posicién 6,644 pb. Después de un proceso de glicosilacion se
divide en una glicoproteina (gp) externa de 46 kd y una gp de 21 kd
transmembranal. Las proteinas de envoltura son los primeros antigenos virales
reconocidos por anticuerpos del suero de pacientes infectados ( 13,67).

Px es el gen que se encuentra entre ¢l gen env y el extremo 3' LTR, es
transcnito en un RNA mensajero de 2.1 kd que codifica para las proteinas p40x,
p27x v la p2lx que son traslapadas y generadas por un evento de maduracién
doble. Las 3 proteinas son transcritas en diferentes codones de iniciacion y
fragimentos de lectura abierta ( ORF ) ( 43,51,70).
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MECANISMOS DE REGULACION GENICA

Los mecanismos de regulacion génica de HTLV-I son controlados por las
proteinas transactivadoras TAYy REX, y las secuencias promotoras de los LTR

ACCION EN TRANS

Fig. No. 5 Mecanismo de accion en trans de los productos del gen pX sobre los genes
virales v celulares

REX o p27 es una proteina post-trascripcional localizada predominantemente
en e] nucleo, la porcion NH2 terminal presenfauna secuencia altamente basica de
20 ammoécidos que son suficientes para reconocer la maquinaria de transporte
nuclear. esta proteina es esencial para la acumulacién de RNAm del gen gag v env
que corduce a la expresion de las proteinas estructuarales del virion ( 51,70,77 ).

[a regulacién de REX requiere de elementos de accién en cis en la molécula
de RNA denominados RXE (elementos responsables de rex). Cuya funcién es
probab.zmente activar el transporte nuclear del RNAm, presentando una regulacion
semejatie al virus de la leucosis bovina, y al de 1a inmunodeficiencia humana, e
in vitre regula la expresion del RNAm de HIV ( 77).
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TAX es una fosfoproteina nuclear de 40 kd considerada como un potente
transactivador de las secuencias enhancer localizadas en los LTR. Se ha demostrado
-que TAX no interactia directamente con los elementos responsables de tax ( TRE )
pero proteinas celulares median la respuesta de TAX ( 12,51,70,73).

El elemento responsable de 74X (TRE) esta constituido de tres secuencias de
21 pb repetidas (GAAGGCTCTGACCTCTCCCCC) el cual contiene un CORE 5'-
TGACG-3' que es esencial para la activacion transcripcional por 74X y algunos
factores celulares. ( 6,41,64,67,70, ). La segunda secuencia responsable de TAX, se
localiza entre las tres secuencias de 21 pb y esta constituida por 47 nucledtidos que
son importantes para la expresion de genes virales. 74X activa a estas secuencias
probablemente por una interaccion proteina-proteina, de esta manera TAX se
une indirectamente a las secuencias enhancer para mediar una respuesta sobre una
secuencia especifica por la interaccion de complejos proteicos (15).

MECANISMOS DE TRANSFORMACION LEUCEMO/LINFOMAGENICOS

La funcién transactivadora de la p40x desempefia el papel central en la
transformacién celular o leucemogénesis activando genes que regulan el
crecimiento celular. TAX puede activar genes virales y celulares tales como SV40,
HIV. adenovirus, HTLV-1, IL-2R. IL-3. IL-4, c-fos8 y c¢-ras, vementina y HLA
en células gliales (11,21,24,41,49,52,60)

Transactivacion del IL-2R. TAX presenta un efecto similar a los efectos que
ocurren en la activacién por mitdgenos y ésteres de phorbol que estimulan la
sintesis y segregacién de IL-2R. Muchos genes son regulados por factores de
crecimiento que interactiian como receptores especificos para inducir procesos
intracelulares como la activacidn de la proteina kinasa C y un incremento en la
movilidad de calcio que son usados en los procesos de traduccion en muchas
células. mecanismo probablemente usado por IL-2R (8,14,24)

Activacion de GM-CSF. El factor estimulador de las colonias
granulocito-macrofago. Es una proteina que no esta directamente involucrada con
la transformacion pero realiza una gran cantdad de efectos biologicos
fundamentalmente  involucrados en la diferenciacion, proliferacion y actividad
funcioral de macréfagos, neutrofilos v eosinéfilos. la cual es activada por los
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productos del gen Px, que en su extremo 5' contiene dos elementos regulatorios
que determinan la respuesta de TAX. Células de ratas transgénicas que acarrean el
.gen tax-HTLV-1 y lineas derivadas de éstas expresan altos niveles de proteinas
tax, [L-2R y GM-CSF (49).

Activacién de oncogenes. No han sido estudiados en detalle los efectos de
tax en genes endogenos. Nogata y col. observaron los efectos de p40 en la
expresion de proto- oncogenes involucrados en el crecimiento celular, c-fos fue
significativamente incrementado por la expresion de p40 mientras los niveles de
RNAm de los proto-oncogenes c-myc, c-myb y ¢-jun no fueron afectados por la
presencia de p40. Ciertas evidencias han demostrado que los productos de c-fos
son implicados en el crecimiento, diferenciacion y desarrollo celular y la
sobreproduccion de este trae como consecuencia la transformacion de fibroblastos.
El oncogen Ras coopera con Tax para inducir transformacién neoplasica en
diferentes tipos de células (45,60).
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MATERIALES

A.- ORIGEN DE REACTIVOS:

Se obtuvo:

De Sigma Chemical Company ( Saint Louis, Missouri, E. U. A. ): Extracto
de levadura, cloruro de sodio, agar-agar, glicerol, ampicilina, cloruro de calcio,
cloruro de cesio, trizma base, 4cido etilendiamino tetraacético disodico dihidratado,
( EDTA), persulfato de amonio, acetato de sodio trihidratado, dodecil sulfato de
sodio ( SDS ), azul de bromofenol, bromuro de etidio, B-mercapto etanol, glucosa,
lisozima. RNAsa pancreitica ( RNAsa A ), tritén X-100, sacarosa, acido bérico,
acrilamida, acetato de amonio, acetato de magnesio, fenol, bisacrilamida, xilene
cianol.

Difco Laboratories Detroit: Triptona, casamino4cidos.

Productos Quimicos Monterrey, S. A.,: Hidroxido de sodio, citrato de
sodio. cloroformo, alcohol etilico, acido acético glacial, alcohol isoamilico, acido
clorhidrico.

Kit SERODIA-HTLV-I/IT de FUJIREBIO INC, TOKIO 161, Japén, para
la deteccién de HTLV-VIL.

Kit de Western Blot de BIOTECH RESEARCH LABS, INC. para la
deteccion de HTLV-I/II.

KIT DE PCR. GIBCO BRL. ACCESULAB S.A
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MATERIAL BIOLOGICO:

Muestras

Las muestras fueron proporcionadas por:

1) Laboratorio de inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Biologicas
de la UANL

2) Hospital de altas especialidades No.25 del 1.M.S.S. Monterrey N.L.
3) Clinica del Segure Social de Chilpancingo Gro.
4) Hospital regional de la seccion 50 del S.N.T.E. Monterrey N.L

El plasmido pHT (3.9) fue proporcionado por el Dr.Kunitada Shimoto del instituto
nacionat de cancer de Tokio Japén

Escherichia coli . Cepa C600, HB101 Unidad de Laboratorios de Ingieneria y
Expresion Genética del Depto. de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UANL.
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MATERIAL Y METODO

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

I.- Obtencion de las muestras

Se colectaron en 2 tubos vacutainer 5 ml de sangre periférica con y sin
anticoagulante de la poblacion de alto riesgo y de los donadores de sangre, posteriormente
se procedid a realizar la separacién de suero para las pruebas serologicas y la purificacion

de linfocitos para el cultivo celular y la extraccién de DNA.

I1.- Serologia:
Los sueros fueron probados por la técnica de Aglutinacion Pasiva de particulas
virales ( PA ), usando el kit comercial SERODIA HTLV-I/I y las muestras positivas

fueron confirmadas por la prueba de western-blot.

Componentes del equipo SERODIA HTLV-1
1.- Solucién reconstituyente: se usé para reconstituir las particulas no sensibilizadas
y sensibilizadas.
2.- Diluyente de suero: se usd para diluir el suero problema.
3.- Particulas no sensibilizadas: se usa como control para verificar la aglutinacién
inespecifica. _
4.- Particulas sensibilizadas: son particulas de gelatina sensibilizadas con antigenos
de HTLV-L _
5.- Control positivo: Suero de conejo con un titulo de 1:64 cuando se ensaya en las
mismas condiciones que los sueros problemas.

El procedimiento cualitativo de la prueba de aglutinacion pasiva para la
deteccion de anticuerpos anti-HTLV-L. fue realizado de acuerdo al instructivo del kit

como lo muestra la fig. No. 7.



1.- Se colocd una gota (25 ul) de diluyente del suero en los pozos 1 hasta el 3
usando un pipetor calibrado.

2.- Se tomaron 25 pl del suero problema y se depositaron en el pozo 1, se mezclo
perfectamente, 25 pl de esta primera dilucién se pasaron al pozo 2, se mezcld
perfectamente y se repitid este procedimiento en el pozo 3 para tener una dilucién 1:8.

3.- Se agregd una gota (25 pl) de particulas no sensibilizadas al pozo 2 y una gota
(25 pi) de particulas sensibilizadas en el pozo 3, lo que nos dio una dilucién de 1: 8
y 1:16 respectivamente.

4 .- Se mezcl6 el contenido de los pozos suavemente, s cubrié la placa para evitar
la evaporacion de los reactivos, se dejé reposar en una superficie plana a temperatura

ambiente durante 3 horas. Transcurrido este tiempo se procedid a la lectura. Fig. No. 8.

Fig. 7.- Procedimiento de la prueba de PA de acuerdo al KIT comercial de
SERODIA para la deteccion de anticuerpo contra HTLV-I/II
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6. Interpretacion

Fig. 8.- Patrones de aglutinacion para la interpretacion de la prueba de PA.
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Procedimiento de absorcion del suero.

Los sueros problemas que aglutinaron con las particulas no sensibilizadas se

volvieron a analizar después del procedimiento de absorcion.

Se colocd en un tubo eppendorff 300 pul de particulas no sensibilizadas y 100
ul de suero problema, se mezcld vigorosamente y se incub6 a temperatura ambiente
por 20 minutos, se centrifugé 5 minutos a 2000 r.p.m. después de este procedimiento se
realizo la técnica estandar, pero en este caso se partid de una dilucion de 1:4 para
obtener posteriormente las diluciones 1:8 y 1:16 a las cuales se le agregd particulas no

sensibilizadas y sensibilizadas respectivamente.

24



Microtitulaciéon

A las muestras que resultaron positivas en la prueba de tamizaje, se les realizd
la prueba de microtitulacién. Se partié de una dilucién de 1:8 hasta una dilucion de
1:512 v se le agrego a cada una 25 pl de particulas sensibilizadas. La interpretacion de

los resultados se realizo de la misma forma que en la prueba cualitativa.

INMUNOADHERENCIA

1.- Se realizo la fijacién de las muestras y controles en una membrana de
nitrocelulosa ( MNC ) previamente humedecida con TBS IX Ph 7.5 y semi seca a
temperatura ambiente.

2.- LaMNC fue bloqueada durante 1 hr. con una solucién de TBS 1X con 25 % de
leche descremada.

3.- Se le adicioné una solucién de 1:5,000 de antigeno HTLV-I adherido a particulas
de gelatina en solucién bloqueadora ( 25 % de leche descremada en TBS 1X) y se dejé
incubar durante 12 hrs. a temperatura ambiente.

4.- Se lavd la MNC en 3 ocasiones de 10 min. cada uno con TBS 1X.

5.- La MNC se incubd con anticuerpo anti-HTLV-I/IT en una dilucié de 1:500
producido en conejo durante 1 hr.

6.- Se repitio el paso No. 4.

7.- Se incubé la MNC con un conjugado de fosfatasa alcalina anti-IgG de congjo en
una dilucidn de 1:5,000 durante 1 hr. con agitacion lenta.

&.- Se deposité la MNC en una solucién de BCIP y NBT en una concentracién de

0.16 v 0.33 mg/ml respectivamente hasta que las bandas fueron visualizadas.



INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Componentes del kit de WB.

1.- Tiras de nitrocelulosa: Contiene el antigeno viral, separado con SDS PAGE.

2.- Suero control: a) No reactivo, b) control fuertemente positivo.

3.- Solucion de bloqueo (10X)

4.- Solucidén de lavado (20X)

5.- Conjugado No.l: Anti-IgG-humana de cabra marcada con biotina 6.- Conjugado
No.2: Peroxidasa de ribano picante con avidina 7.- Substrato A: Solucidn de 4 cloro
naftol.

8.- Substrato B: Solucidn de peroxido de hidrogeno.

9.- potvo "bloting" : Leche en polvo sin grasa.

10.-Charola de incubacion.

Procedimiento de la prueba

1.- Se tomaron 10 tiras de nitroceluosa y se colocaron en la charola de plastico una
tira por canal.

2.- A cada canal se le adicionaron 2 ml de solucién de lavado y se dejdé incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos, después de este periodo se retir6 la solucion.
3.- Se I agregd posteriormente a cada canal 2 m! de solucién de bloqueo al 1 X con 4 %
de leche descremada y se dejo incubar atemperatura ambiente por 10 minutos.

4.- En los canales 1 y 2 se colocaron los controles positivo y negativo respectivamente
y los sueros problema en el resto de los canales, fueron incubados toda la noche a
temperatura ambiente con agitacién lenta y continua.

5.- Se elimino la muestra cuidadosamente de cada canal con una pipeta pasteur y se
deposito en un recipiente que contenia cloro al 10 %.

6.- Se lavaron 2 veces, 5 minutos cada lavado.



7.- Se adicionaron 2 ml de conjugado 1 en una dilucién de 1:1000 en solucién de bloqueo
y se incubo por 1 hora.

8.- Se lavaron las tiras 3 veces por 5 minutos cada una.

9.- Se agreg6 el conjugado 2 y se manejo en las mismas condiciones que el conjugado 1.
10.-Se lavaron las tiras tres veces durante 5 minutos

11.-Se agregaron 2 ml de solucién de sustrato que fue preparada mezclando volumenes
iguales del sustrato A y B, se dejé incubar hasta la aparicién de las bandas.

12.-La reaccion cromogenica fue interrumpida con agua bidestilada.

IL.- Aislamiento de células mononucieares:

Se colocaron 3 ml de ficoll hypaque en un tubo de 10 ml estéril y se le adiciond
4 ml de sangre ( la cual contenia EDTA 5 mM ) lentamente sin mezclar las fases, fue
centrifugada a 400 xg por 40 min. a 25 C, se tomé la interfase y se lavé con solucién

salina fisiolégica. Los linfocitos aislados fueron cultivados.

I11.- Cultivo de linfocitos:

Los linfocitos aislados fueron cultivados en medio McCoy's con 10 ml de suero
fetal bovino, PES ( penicilina-estreptomicina ) y 5 mg/ml de concanavalina en cajas de
25¢m2a37°Cy 5 % de CO2, alos 10 dias de cultivo las células fueron lisadas
para la obtencion de DNA. y el sobrenadante fue precipitado por toda la noche a 4°C
con 8 % de polietilen glicol posteriormente fueron centrifugados a 14,000 r.p.m. por 30
minutos, el sobrenadante fue removido y la pastilla se dejo secar a temperatura

ambiente para posteriormente ser resuspendida con 200 ml de agua tridestilada.



V.- Transformacion de E.coli HB-101con pHT-1 ( M ) 13.9 la caracterisicas del

plasmido son proporcionadas en la fig. No. 9

: lusjl R |u3

PBR 322

Figura No. 9.- Plasmido pHT- (M) 13.9 de HTLV-I. El plasmido 322 en el sitio de corte
EcoR1 contiene una region de 3.9 kb con las secuencias LTR, PX, y ENV.

a) Formacion de bacterias calcio competentes.

Se inocularon 5 ml de medio LB ( Luria-Bertani ) con bacterias que crecieron
durante toda la noche, un ml de cultivo se inoculé en 100 ml de medio LB nuevo
incubandose con agitacion vigorosa ( 200 r.p.m. ) a 37°C hasta alcanzar una densidad
optica de 0.3 de absorbancia a 550 nm, inmediatamente después el crecimiento se
interrumpi¢ enfriando en hielo durante 10 minutos, se centrifugd y el paquete
obtenido se resuspendié en una solucién hipoténica de CaCl, a una concentracion
de 0.1 M, se prepararon alicuotas, algunas fueron utilizadas el mismo dia v otras

congeladas para su uso posterior.



b) Transformacion:

Se prepard una mezcla de 7 pl de una solucién de plasmidos en buffer TE (
Tris-HCI- EDTA ) a una concentraci6n de | pg/ml y 20 ul de bacterias calcio competentes
en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se incubé en hielo por 1 hora con agitacion suave,
posteriormente se produjo un shock de calor a 37°C por un minuto, se adicioné 200 ml de
medio LB sin antibiético y se incubd por 20 min. a 37°C para permitir la recuperacion de
los esferoplastos y la expresién del plasmido, se coloc la preparacion en una caja de petri

con antibiético ( 100 pg/ml de ampicilina ). Se incubd toda la noche a 37°C.

VI Minipreparacion de plasmidos :

Para verificar la transformacion de E. coli se realiz6 la minipreparacion de acuerdo
a la técnica descrita por Kado en 1983. Las células fueron crecidas en medio LB con
antibiGiico, la suspension se centrifugé y el paquete celular fue lisado con SDS al 3% pH
12.3, la solucion fue calentada a 50°C durante 20 min. y la extraccién de DNA se realiz6

con fenol -cloroformo.

VL.- Produccién de plasmidos a gran escala:
a) Crecimiento de bacterias.

Se transfirieron 20 m! de cultivo que creci6 durante toda la noche a un litro de medio
LB con antibiético y se incubaron a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una
absorbancia de .4 a 600 nm, en este momento se le afiadi6 250 mg de cloranfenicol, se
continué con la incubacién 14 horas mas y de aqui en adelante los siguientes pasos se
realizaron en frio.

b) Lisis celular.

Después de la incubacién de las 14 horas el medio de cultivo fue centrifugado y el

paquete celular fue lisado con una solucion de .2 mg/ml de lisozima con agitacion suave y

hiclo durante 5 min. posteriormente se le adiciond EDTA y tritén.



c) Aislamiento de plasmidos.

Las células lisadas fueron centrifugadas y el sobrenadante aforado a 30 ml con
buffer TE. se le adiciond .95 gr./ml de CsCl, y un ml de bromuro de etidio, esta solucién
fue tren<ierida a tubos de polipropileno y centrifugada a 230,000 xg por 12 horas a 25°C.
el plasm:do fue recuperado con la ayuda de luz uliravioleta de onda larga y depositado en

tubos erpendorf para la eliminacion de bromuro de etidio.

VII.- Electrophoresis:
Lz electrophoresis para el corrimiento del plasmido se realizd en geles de agarosa al
08 °¢ en buffer de acetato a un voltaje constante de 70 volts, el corrimiento

electoferetico del plasmido se observa en la fig. No. 10.

Fiz. 10.- Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, donde se observa el
plasm:z » pHT-3.9 (linea 1), marcador de peso molecular fago lambda digerida con pst-

L.(A - el plismido 3-6 el cual tiene un peso molecular de 4.787 b (linea 2 ).
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VIII- Extraccion de DNA:

Los linfocitos cultivados fueron colocados en un tubo eppendorf de 1.

(W]

1_11] conteniendo 500 pl de buffer de lisis ( 10 mM de tris-HCl pH 8

10 mM de NaCl y 10 mM de EDTA ), 10 pul de proteinasa K, 50 pl de SDS al 20% y
50 ul de EDTA 500 mM. las células fueron incubadas toda la noche a 35°C. al
término de éste periodo se realizd la extraccion de DNA con fenol saturado, se
adiciono 500 ul de fenol saturado y se agité suavemente y se centrifugd 4 minutos en
la microcentrifuga de eppendorff y la solucion acuosa fue removida lentamente para
no traemos la interface que contiene una gran cantidad de proteinas precipitadas
v fue depositada en otro tubo nuevo, este procedimiento se repitid dos veces mas,
posteriormente a la fase acuosa se le adicioné 2.5 volimenes de etanol frio ( -20°C)
v se dejo incubar toda la noche a -20°C, posteriormente se centrifugé a 14,000 r.p.m.
por 15 minutos, el sobrenadante fue eliminado y la pastilla se dejo secar a
temperatura ambiente, una vez seca la pastilla se resuspendié con buffer TE. Para
determinar la cantidad e integridad del DNA fue corrido en geles de agarosa al .8 ®0a 70

voltios constantes como se observa en la fig No. 11.

Fizura No. 11.- Corrimiento electroforético de DNA de linfocitos obtenidos de la

poblacidn de alto riesgo.
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Los oligonucleétidos que utilizamos para éste trabajo fueron reportados por
Matsumoto et al.(1990) para PCR en doble nido. La construccion de los oligos se realizé
en el Centro de Investigacion de Genética y Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca

Morelos, México. La posicion, el nimero de bases y el vorciento de GC estan

representadas en la fig. No. 12.

Figura No. 12.- Caracteristicas de los oligonucleétidos sintetizados para la

amplificacion del gen PX.

5- AGGGTTTGGACAGAGTCTT -3 19pb

5'AAGGACCTTGAGGGTCTTAG -3 20 pb

N o. de pb % de GC posicién
19 _ 47 7212 -7330
20 50 7548 - 7567

IX .- Purificacién de los oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos fueron corridos en un gel 20 % de poliacrilamida y 8
M de urea para visualizar la integridad de los oligonucledtidos las bandas de estos fueron
teiidas con bromuro de etidio como se muestra en la fig. No. 13, las bandas especificas
de los oligos fueron cortadas y se introdujeron en tubos eppendorff con 1 ml de agua
tetradestilada estéril y se dejo incubar toda la noche, al dia siguiente se retird la
acrilamida y los oligos fueron concentrados en un “savant” por evaporacion del agua. Una

pequena muestra se corrié en un gel de poliacrilamida para observar su concentracion.



Figura No. 13.- Gel de poliacrilamida al 20 % tefiida con bromuro de etidic en el
que se observa los oligonucledtidos de 19b (1), 20 mer ( 2 ) y los marcadores de 24 v 25

mer (M1

X.-REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA (PCR)

if

¢ buscé amplificar la region PX del genoma de HTLV-1 en las muesras de
pacienies positivos y débilmente positivos a las pruebas seroldgicas con los oligos
descritos en la fig. No. 12. Todas las reacciones fueron llevadas a un volumen de 100 pl
conten:2ndo 50 pmol de cada primer, 50 mM de tris HC1 pH 8.8, 10 mM de MgClL. 10 mM
de (NE SO. 2 ul de DNA templete, 2 pl de la enzima de T. geudticus y 200 ph de una
mezcl: de DNTPs. la reaccion fue realizada por 30 ciclos a una tempercira de
apares—tento de 60°C, una temperatura de polimerizacion de 72°C “oouna

desnar.-alizacién a una temperatura de 95°C por un min.



ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Cuatro ul de cada reaccion completa de PCR fue mezclada con 4 pl de buffer de e
corrimiento y corridas en un gel de poliacrilamida al 5 % en buffer de tris boratosos
pH 8. después de haber completado el corrimiento el gel fue tefiido con bromuro de etidio y y

fotografiado bajo un transiluminador de fuz uitravioleta.



RESULTADOS

POBLACION

Se probaron 2,095 muestras de sueros contra HTLV-I/II por la prucba de tamizaie
de PA. de acuerdo al riesgo de contraer la infeccién la poblacién fue dividida en dos
grupes: a) Poblacion de alto riesgo ( 1,078 ) y b) Poblacién de bajo riesgo ( 1,017 )
consutuida principalmente por donadores de sangre.

El grupo de alto riesgo esta constituido por el 50.2 % ( 1,078 ) de la muestra total
de los cuales 803 son originarios del noreste de la Repiiblica Mexicana y 275 del estado de
Guerrero ( Tabla No.1, figura No. 14 ). El sexo y los diferentes subgrupos que constitusven

esta poblacién son descritos en las tablas 2 y 3.

Tabla 1. Origen de la poblacion de alto riesgo a HTLV-II que fue utilizada para la

bisqueda de anticuerpos contra el virus.

ORIGEN No. DE MTRAS |% DE MTRAS [% DE MTRAS TOTAL

NUEVO LEON

COAHUILA

TAMAULIPAS

S.L.P

CHIHUAHUA

TOTAL

CHILPANCINGO

TOTAL

La pot :cién de alto riesgo esta constituida en un 74.47 % de individuos de 1a zona Nores:2

vel 2333 %, dei estado de Guerrero



Tabla 2. Subgrupos de poblacién de alto riesgo

LEUC./LINF, 183 [ 152 335
CANCER 49 54 103
SIDA* 2 88 30
HOMOSEXUALES 87 87
SIFILICOS el 14 15

TOTAL 496 | 582 1078

* Confirmado por W.B.

ORIGEN DE LA POBLACION DE ALTO RIESGO

HTLV-UI
GUERRERO S?IO_A;P
25%

CHIHUAHUA
4%
TAMAULIPAS
9% COAHUILA
20%

Fig. No.14 distribucion esquematica de la poblacion de alto riesgo
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Algunos individuos con diferentes alteraciones patologicas que han recibido
sangre O productos derivados de la sangre fueron agrupados como poblacion
‘politransfundida (tabla No. 2), porque el namero total de individuos que recibieron

transtusiones sanguineas de toda la poblacién fue de 457 lo que representa el 21%.

La poblacion de rniesgo fue dividida en 2 grupos de acuerdo a la edad Los
niios ( menores de 15 aifios) representan el 17.9% de la poblacion total de alio
riesgo y se encuentran clasificados principalmente en la poblacion
politransfundidos (116/59%) , y en menor proporcion en cancer (53/27.3%) v

solamente una nifia con SIDA ( tabla No. 3).

Tabla 3 La poblacion de alto riesgo se dividio en 2 grupos

de acuerdo a la edad y el sexo

NINOS* | 96 | 92 194
TOTAL | 496 | 582 | 1078

* Representan 17.99 % de la poblacién total
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Poblacion de bajo riesgo (donadores de sangre).
De las 1,017 muestras de suero de donadores de sangre que fueron probados
‘para determinar la prevalencia de anticuerpos contra HTLV-I/IL. 882 (87%) fueron

del sexo masculino y 135 (13%) del sexo femenino con un peso minimo de >u ng v

cuy a~ edades fluctuaron entre los 18 a 40 afios.

SEROLOGIA
PRUEBA DE AGLUTINACION PASIVA

A) Poblacion de alto riesgo:

En esta poblacién 23 muestras resultaron positivas , 17 de la zona noreste del pais v
6 del estado de Guerreo, sin embargo al repeiir las muestras del estado de Guerrero
resultaron debilmente positivas asi como S del noreste Repblica v solo 1 positiva. la
titulaciéon de anticuerpos contra el virus fue de 2,048 unidades aglutinantes ( UA )

(figuraNo. 15y 16).

Fig.™o. 15.- Placa e PA con muestras de pacientes leucémicos y control positivo del

kit ( C—).

DN @ 0D wp -




Fig. No. 16.- Pacientes de alto riesgo a la infeccion del virus sospechosas a PA.

b) Poblacion de bajo riesgo ( donadores de sangre ):

De las 1,017 muestras probadas de la poblacion de donadores 4 resultaron
positivas v 20 débilmente positivas. estas ultimas al repetirse nuevamente resultaron
negatinas. Las 4 muestras positivas fueron sometidas a una microtitulzcion de
anticuerpos | de las cuales 3 tuvieron titulos superiores de 1:16 UA ( Tabla No. 4 ). 5

de estas muestras fueron del sexa masculino y una del sexo femenino. lo cual indica
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una prevalencia para esta prueba de 0.29 % en hombres y 0.098 % en mujeres ( Fig.
No. 17 ).
Tabla 4. Titulaci6n de anticuerpos contra HTLV-I/1I en muestras positivas

por PA de donadores de sangre

T DLUCIONDELSUERO
6 (132 Tea (11 [ 1256 [
+ T | + - - -

T ¥ | + ¥ + +
+ - - - - -
+ + - - - -

Tabla 5. Prevalencia de anticuerpos contra HTLV-I/II por PA en la

poblacion de donadores de sangre.®

SEXO Ne.DE MUESTRAS = PA POSITIVOS  .% DE PREVALENCIA

.o 832 3 0.29
B B
oF 135 1 0.098
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Fig.No.17 Prevalencia por PA a HTLV-I/Il en hombres y mujeres donadores

de sangre.

ziNo. POSITIVOS [C_IPREVALENCIA

0.29

0.098

INMUNOADHERENCIA

Una vez estandarizada la prueba de inmunoadherencia (fig.18) fueron sometidas
inicamente la poblacion de alto riesgo encontandose reactividad débilmente positiva
para las 12 muestras ( muestras positivas o débilmente positivas por PA) (fig. 19) v

pacientes leucémicos (Fig. 20).
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Fig. 18. Uso de EDTA para
inhibir reacciones inespecificas
A) Se observa una reaccion
débilmente positiva en las
muestras KI y K2. B) se observa
reactividad en el suero de conejo
positivo.

A) Muestras tratadas con EDTA B) muestras sin tratamiento C- suero control
negativo , C+ control positivo, K1 y K2 sueros positivo de Brasil y L1 paciente
leucémico positivo a PA.

NOTA- Lz muestras K1 y K2 fueron fuertemente positivas para las prucbas de PA y WB

Fig. No. 19.- Inmunoadherencia de muestras de pacientes leucémicos.

c Cc

c-C-

C Suero de conejo positivo al virus, C’ suero de paciente de Brasil C- control

negativo v del A 11 al C2 son muestras positivas a PA.



Fig. No. 20.- Inmuncadherencia de muestras positivas y débilmente positivas a PA.

PRUEBA CONFIRMATORIA

Las 12 muestras que presentzron reactividad positiva a PA en la poblacion de alo
riesgo 11 débilmente posizivas y 1 positiva por inmunoadherencia ) fueron
probadzs  por inmunoclect-otransferencia, ninguna presentd reaciividad a las
proteir:s virales como se o-serva en las Fig. No. 21 y 22, mientras que en la
poblac:n de donadores de szngre de las 4 muesiras positivas a PA se obsenid
reactiv-Zad en las muestras 2 ¥ 3 para proteinas p24 » pl9 respectivamente del gen
gag del virus ( Fig. N». 23 La tabla 6 resume los resultados de las diferentes

pruebas serologicas
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Fig. 21.- Inmunoelectrotransferencia de los
'paciemes de alto riesgo positivos a PA del
Noreste de la Republica. Carril 1. Control
positivo del Kit de SERODIA. 2. Paciente
fuertemente positivo. 3-3. Pacientes débilmente

positinos. 6. Paciente positivo de Brasil. -

Fig. 22.- Inmunoelectrotransferencia de los

pacienzes  positivos del estado de
Guerrero.Controles positivos* tiras 16 ¥
21. muestras de pacientes positivos a PA

deilat=al7ala?20.

r
-k

N |

= . -
muesTo 22 pacientes brslefios

N I 2



Fig. 23.- Inmunoelecirotransferencia de C 1 2 3 4
Y I__ [ TR T
jos donadores de sangre positivos a PA ( :_* '|‘ r—} " {_} r
, i A R B N
-2 v+ C+ , control del kit comercial de L Lo !
{ |
inmunoelectrotransferci. .. I : | § ]' f 0
I [ P!
l= | 1 [ ]
SN
| I | I
| T B
I I ry ]|
P24 = AR
P19 s
| 1Ly
B 1
R N

Tabla 6. Porcentaje de prevalencia de anticuerpos en la poblacién de donadores de

seazre v de alto riesgo al virus.

% DE PREVALENCIA

% DE PREVALENCIA % DE PREVALENCIA




REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Fueron probadas 18 muestras por la técnica de PCR las cuales incluian las * !
muestras débilmente positivas, 6 muestras negativas de pacientes leucémicos.
con esclerosis multiple, los controles positivos fueron DNA de un paciente brasile »
y el plasmido pHT( 3.9 ) que contiene las secuencias pX del virus. Las 18 muestr:s

de la peblacion de alto riesgo resultaron negativas por esta técnica. Fig. No. 24 v 25

NM123 4567 891011C+

Fig. No. 24.- PCR de los
pacientes positivos a PA de la
poblacion de alto riesgo. C+
Control positivo ( plasmido pHT

39) 281b

194b

h

Fig. 25. PCR de pacientes
de alto riesgo negativo a
AP. M marcador de peso
molecular, del carril 12 al
% pacientes de bajo riesgo

~2gativos a PA y C control

cositivo pHT (M) 3.9




La tabla 7 resumen los resultados encontrados en este trabajo para las diferentes

pruebas diagndsticas tanto en la poblacién de alto riesgo como en la de donadores de

‘sangre .

Tabla 7. Muestras probadas por PA, IDA, WB y PCR

SPASTADE

7Pt *r
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La prueba de PA fue utilizado como prueba de tamizaje debido a que tiene una alta
sensibilidad en el diagnéstico de HTLV-III , sin embargo presenta baja
"especificidad ( 80 ) en este trabajo se observaron 5 muestras positivas por PA ( 4
de donadores de sangre y una del grupo de politransfundido de la poblacién de alto
riesgo) y 11 débilmente positivas (todas de la poblacion de riesgo). Las 16 muestras
fueron sometidas a la prueba de WB y solamente en 2 muestras de la poblacién de
donadores se detectaron anticuerpos estructurales contra las proteinas gag pl9y la
p24. Sin embargo la OPS considera indeterminados a pacientes seropositivos
tinicamente contra proteinas del gen gag o bien del gen env ,para ser considerado
como positivo debe de reaccionar al menos.contra una proteina de gag y una de env
( 17 ). Se ha observado que los individuos indeterminados presentan anticuerpos
principalmente para pl9, no obstante recientemente se han detectado provirus por
PCR en algunos de estos pacientes y se ha obtenido particulas virales en cultivo de
linfocitos de algunos de estos pacientes ( 1 ). Algunos de los factores que complican
la decision para considerar a los indeterminados como positivos es la reactividad
cruzada que existe entre la p19 de HTLV-] y la p22 del virus de la Varicela Zoster
( 19.65 ), existe la posibilidad de variacién antigenica en las proteinas env, por lo
tanto no hay reconocimiento de las proteinas del kit o bien otros tipos no I/II o
subtipos diferentes pueden estar circulando. Ademas en mujeres embarazadas se ha
encontrado anticuerpos dirigidos contra una proteina de 24 Kd que presenta
reactividad cruzada contra la p24 de HTLV-VIL. Estas proteinas p24 presentan

diferente punto isoeléctrico.( 2 )

Las 11 muestras débilmente positivas y 7 negativas por PA, (una de un
paciente con esclerosis multiple y 6 de pacientes leucémicos) fueron probados por
PCR resultando negativos a la amplificacion del virus. La amplificaciéon  se

realizode la secuencia pX , una regién altamente conservada en este grupo viral. Los
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LTR son otras zonas altamente conservadas las cuales pueden ser amplificadas para
el diagnostico viral

Aun en zonas de baja endemicidad como estados Unidos en los grupos de
alto riesgo la seroprevalencia cs cievada principalmente en seropositivos para HIV
(53). En nuestra poblacion de estudio se consideraron los grupos de homosexuales y
prostitutas como poblacion de alto riesgo por transmision sexual. El grupo de
homosexuales se dividid en seropositivos v seronegativos para HIV debido a que se
ha documentado la coinfeccién con estos dos retrovirus principalmente en

homosexuales y en usuarios de drogas parentales ( 76 ).

Los resultados obtenidos para este grupo de trabajo (0/173), fueron similares
a los reportados por Soriano et.al. (0/62) en Barcelona Espafia, y a los reportados
por Flores-Castafieda et.al. en esta misma area de estudio, sin embargo estos no
concuerdan con los resultados obtenidos en Jamaica ( 5% ), Trinidad (15 %), (areas
de alta seroprevalencia ) y los Estados Unidos (0.08%) ( drea de baja prevalencia.)
en cambio si existe una’ concordancia con respecto a la alta incidencia de HIV en

estos paises y en el noreste de la Republica Mexicana (41,49 71).

Khabbaz et.al. en Estados Unidos obtuvieron una seroprevdlencia muy
variable en el grupo de prostitutas, qu< iba de 0 % en el sur de Nevada hasta 25 % en
Newark ( 37 ), en el sureste fue de 6.7 %, considerablemente mas elevada que en la
poblacion de bajo riesgo 0.025 % . este grupo por la sobreactividad sexual y su
relacién con un gran nimero de individuos estd muy expuesto a las enfermedades
venéreas, todas las prostitutas probadas en este estudio eran pacientes con sifilis.
Nosotros esperabamos encontrar seropositivas al virus en este grupo de riesgo,
considerando la cercania con el sureste de E.U. v 1a posibilidad de encontrarnos en

una zona de prevalencia similar en poblacion de bajo riesgo.
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Otro grupo de alto riesgo probado fue el de pacientes con leucemias
/linfomas, a pesar de que ninguno de los pacientes probados tenia leucemia o
linforna de células T de adulte ( patologia con asociacién al virus confirmada ), ha
sido reportada la probable asociacion del virus con otro tipo de leucemias de forma
directa o indirecta, nuestros resultados fueron negativos al igual gie los reportados

por Soriano Et.al.{ 1990 ) en un nimero 5.35 veces mayor de muestras probadas

(71).

Una de las poblaciones de mas alto riesgo de¢ infeccién son los individuos
transfundidos con sangre, aumentando el riesgo con el namero de transfusiones a los
que son sometidos. La determinacion de la serprevalencia en donadores de sangre
permite tener una idea clara de las posibilidades de infeccidn por transfusion en una
zona determinada. En nuestro estudio encontramos 4 donadores positivos por PA. 3
del sexo masculino y 1 del sexo femenino que correspondieron al 0.98 % y 0.29 %
respectivamente, de estos, 2 dieron reactividad a las proteinas gag p19 y p24 para la
prueba de WB. Las reacciones positivas a PA y negativas a WB probablemente son
debidas a que los anticuerpos de los sueros problemas reconocen proteinas celulares
contaminentes de los antigenos comerciales, como ya discutimos a reactividad
cruzada con varicela zooster ( 61 ).

Desafortunadamente no se pudo realizar la prueba de PCR en los
indeterminados, sin embargo siguiendo las especificaciones de la OPS no pueden ser
considerados positivos, no obstante de que los titulos de anticuerpos encontrados por
la prueba de PA fueron altos vy de que existen evidencias de deteccion de proviru en

pacientes indeterminados como ya se menciond.
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En Estados Unidos se ha encontrado una seroprevalencia de 0.043 % ( 3.3
veces mas alta que para HIV ) en 480,000 donadores de sangre ( 81 ), una poblacién
"471.9 mas grande que la paoblacién probada en este trabajo. Los resultados de
nuestro trabajo concuerdan con los enicuninados por Rasulee en Cuba en donde se
obtuvieron 7 muestras débilmente positivas a ELISA y 5 v 8 no determinado en 2

pruecbas diferentes de WB (61,71).

Se ha observado hasta un 82 % de seroconversion en recipientes de sangre
seropositiva a HTLV-I en ércas endémicas. En Estados Unidos se han realizado
estudios con pacientes politransfundios presentando una seroprevalencia de 3 %.

En nuesira poblacion se encontré un paciente politransfundido con altos titulos de
anticuerpos por ia prueba de PA sin embargo resulté negativo a la prueba

confirmatoria de WB.

Los resultados de la poblacién de alto riesgo de este trabajo concuerdan con
los resultados de la poblacion de alto riesgo de Espafia y la poblacion de donadores
concuerdan con los resultados de Cuba, estos dos reportes son muy significativos
para nuestro trabajo si tomamos en cuenta que la poblacion Norte de la Republica
Mexicana esta constituida principalmente por criollos descendientes de espaﬁole-s.
Cuba se encuentra en el area del Caribe donde se estima una seroprevalencia entre el
1l yvel &% sin embargo en Cuba se han encontrado donadores de sangre
indeterminados al virus pero ningun positivo resultados muy similares a los

reportados en este trabajo (61,71).

Con los resultados obtenidos de la poblacién de alto riesgo v donadores de
sangre no podemos decir que no circula HTLV-I en nuestro medio. por las razones
expuestas, en este trabajo y el numero de muestras con las que se trabajo .Es
necesario ampliar el nimero y realizar PCR de regiones muy conservadas a muestras

1020091530
S1



de indeterminados.por lo que debemos de estar conscientes de el riesgo de infeccion
de la poblacion ya que de todas las vias ,de transmisién la transfusion de sangre es la
‘mis factible y desafortunadamente en los bancos de sangre de nuestro pais no se
realizan pruebas de tamizaje de rutina para la deteccidn de este virus a candidatos

donadores de sangre a diferencia de algunos paises como Estados Unidos o Brasil.

En un intento para aumentar la sensibilidad y la especificidad por medio de
una reacciéon amplificada asi como de reducir los altos costos de las pruebas de
tamizaje. estandarizamos una prueba de inmunoadherencia en la cual no se
incremento la especificidad y sensibilidad es reducida drasticamente a tal grado que
muestras  positivas ya confirmadas con altos titulos de anticuerpo mostraron
reacciones débilmente positivas. sin enbargo se logro reducir los costos hasta en un
80 %. lo cual nos permite contar con una prucba de tamizaje a bajo costo.
Probablemente la baja senstbilidad es debida a que el soporte que aglutina los
antigenos virales es demasiado grande y con los lavados se desprenden de los
anticusrpos especificos ‘que se encueniran en los sueros problemas positivos que
fueron goteados en la nitrocelulosa. Sin embargo probablemente usando un soporte
mds pequeiio y bajos titulos del segundo anticuerpo para evitar el bloqueo entre ellos

se presenten mejores resultados.



CONCLUSIONES

- La circulacion de HTLV-I en México es mas baja que en areas de mediana
endemicidad como los Estados Unidos.

- Los pacientes indeterminados deben de ser monitoreados durante cierto periodo
mediante técnicas altamente sensibles y especificas.

- La prueba de inmunoadherencia amplificada puede ser utilizada como prueba de
tamizaje por su bajo costo.

- Las muestras positivas por la prueba de PA requieren de pruebas confirmatorias
para el diagnostico
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