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PCR : Reaccion en cadena de Ia polimerasa
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Los primeros retrovirus se aislaron de

leucemias y sarcomas de pollos en los primeros anos del siglo XX cuando en 1908
Ellermann y Bang (Ellermann y Bang, 1908} lograron transmitir al pollo una forma
de leucemin mieloblistica a partir de filtrados y Rous, en 1911, demostro la
transmisibilidad del sarcoma aviar también a partir de filtrados (Rous, 1911). El
siguiente gran descubrimiento, alrededor de 1950, fue el virus de la leucemia murina
(MLV) que podia inducir leucemia en ratones recién nacidos (Gross, 1951).
Posteriormente, mediados de los anos 60, se encontro que el causante de las
neoplasias hematopaoyéticas en gatos era otro retrovirus, el virus de ka leucemia felina
(FLV). Este virus causa leucemia después de un largo periodo de latencia v en un

pequeno porcentaje de animales infectados (Jarret vy cols., 1964).

Solo cuando se fogro cultivar células tumorales se pudo seguir identificando
mas tipos de virus. Asi fue como se identifico al virus de la leucemia bovina (BLV).
En 1970 se identifico por primera vez una proteina que transcribia a ADN el ARN
virico a fa que se llamo transcriptasa inversa (Baltimore y cols., 1970)., Esta proteina
estd presente en todos los retrovirus y puede ser detectada ficilmente por su actividad
enzimatica. A partir de este momento se realizaron muchos estudios con el fin de
detectar retrovirus humanos, pero existian una serie de inconvenientes. En el caso de
los retrovirus hasta ese momento descritos, la replicacion virica y la viremia eran
muy abundantes, situacion nada parecida en el caso de los retrovirus humanos
descritos hasta la fecha. Por otra parte, Mgunos retrovirus pueden permanecer en

estado latente por un largo periodo de tiempo (como el caso del BLV).

Por altimo, era necesario encontrar un cultivo de células diana para la
replicacion y aislamiento virico. En ese momento se hizo un gran esfuerzo para
conseguir un sistema celular (células hematopoyéticas) capaz de resistir un largo

periodo de tiempo en continuo crecimiento. En 1976 se descubrié un factor conocido
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como interleucina-2 (IL-2) capaz de inducir un crecimiento profongado en céfulas de

sangre periférica en cultivo (Morgan y cols., 1976; Poiesz y cols., 1980a).

Fn 1980, cultivando células procedentes de dos pacientes norteamericanos con
formas agresivas de micosis tungoides y del sindrome de Sézari respectivamente, y
gracias a la deteccion virica mediante la actividad de la enzima transcriptasa inversa,
se aislo el primer retrovirus humano (Poiesz v cols., 1980b; 1981}, Mas tarde se supo
que estas dos enfermedades eran la misma, e igoal a la levcemia/linfoma de células
T de adulto (L1.TA). Este primer retrovirus humano Hlamado H'TLV-1 (figura 1) es
el agente etioldgico de lo que se conoce actualimente como leucemia/linfoma de células
T de adulto (LLTA), la cual se conocia clinicamente desde 1977 (Uchiyama y cols.,

1977; Takatsuki y cols., 1977).

TABLA |
Clasificacion de la Familia Retroviridae
Género Especie tipo
Oncovirus de tipo B de mamifero Virus del tumor mamario de raton
(MDMTV)
Virus relacionados con MLV Virus de la leucemia murina (MLV)
Retrovirus de tipo [} Virus del mono Mason-Plizer
Retrovirus de tipo C aviares Virus de la leucosis aviar (ALYV)
Virus espumosos Virus espumoso
HTLV-BLV Virus linfotropico de células T

humano de tipo 1 (HTLV-I)

Otros: de tipo II (FIFLV-I): virus
linfotropico de células T de simio
(STLYV); virus de fa leucemia bovina
(BLV).

Lentivirus Virus de L inmnmodeliciencia
humana (VIH-1)

francki R.1.. y cols. 1991, Classification and nomenclature of viruses. Fifth report of the international
committe on taxonomy of viruses, Arch. Virol, supp 2:290-9.
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Dos aitos después y utilizando anticuerpos contra proteinas de HTLV-1 se pudo
aislar otro retrovirus, altvmente relacionado con éste, de célubas T de un paciente con
una variante de leucemia de células peludas o tricoleucemia. A este segundo

retrovirus humano se le lamo HTLV-1I (Kalyanaraman y cols., 1982) (figura 1).

A principios de los anos 80 se detecta una enfermedad que se caracteriza por
una severa inmunosupresion y que afecta a las células T. Se tenian datos que
apuntaban hacia una etiologia infecciosa, aparentemente se transmitia por via sexual
y por productos sanguineos. A esta enfermedad se la conoce hoy en dia como SIDA
y el agente causante se suponia que era un virus relacionado con HTLV-L. En 1983
se aisla un retrovirus asociado a linfoadenopatias (Barré-Sinoussi y cols., 1983) y en
1984 se describe otro virus procedente de enfermos de sida al que denominaron
HTLV-111, conocido en la actualidad como VIII-I (Gallo v cols., 1984; Popovic y

cols., 1984), causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Posteriormente se identificaron virus relacionados en monos africanos
(macacos) y en humanos de Africa occidental (este ultimo se conoce como VII-2)
(Clavel y cols., 1986). La clasificacion hasta ahora utilizada de los retrovirus en
subfamilias (oncovirinae, lentivirinae 'y spumavirinae) se ha actualizado con la
agrupacion en siete géneros de la Familia Refroviridae (Francki y cols., 1991). La

clasificacion se esquematiza en la tabla 1.
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100 nm

Micrografia electrénica de particulas HTLV-1 (A) y HTLV-II (B), asi como
inmunomarcade con AcMo anti-p19 HYLV del HTLV-1. Servicio de Microscopia
Electrénica, CNBCR, ISCI11.

Figura 1
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1. BIOLOGIA MOLECULAR

1.1 Estructura genética

La estructura genética del HITLV-T y del HTLV-1L es muy parecida a la de
otros retrovirus (Seiki v cols., 1983). Ademads de los genes caracteristicos gag, pol y
env hay una region en el extremo 3’ del genoma que no se encuentra en otros
retrovirus. En esta region se han identificado dos genes, tax y rex (Vallejo v Garcia

Saiz, 1992).

El provirus transcribe para tres moléculas de ARNm distintos. Un ARNm de
longitud completa, transcrito desde la zona de union U3-R en la L'TR 5’a la zona de
union R-US en la LTR 3’, que se utiliza para la sintesis de los productos de los genes
gag y pol y también como ARN genémico para la formacion de nuevos viriones. Un
ARNm subgenomico, donde se ha eliminado un intron, codifica para el producto del
gen env. Por dltimo, un segundo ARNm subgendmico, con otro intron eliminado,

codifica para las proteinas tax y rex.

La estructura genética del II'TLV-I y del HTLV-II y los ARNm transcritos se
muestran en la figura 2. Kl genoma provirico esta flanqueado en los extremos 5'y 3’
por unas repeticiones largas no codificantes (L'TR) divididas en regiones denominadas
U3, R y U5, Una caracteristica distintiva es que las porciones de fas LTRs que
proceden de US y U3 son largas, 174 y 224 pares de bases respectivamente. (tra
caracteristica no usual de fas L'TRs es que la senal de poliadenilacion del ARN,
AATAAA, esté aproximadamente 250 bases por encima de su posicion esperada
{Seiki v cols, 1983} y se supone que se aproximan en fa estructura secundaria. Se
propone gque el transcrito ARN puede formar una estructura secundaria extensiva
(ue podria llevar la seinal AATAAA a una situacion muay proxima al propio sitio de

poliadenilacion.

Introduccién 6
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Estructura genética de los II'TLVs

Kigura 2

La region U3 de las LTR 5’ contiene secuencias (TRE) que son necesarias para

el reconocimiento de p40™ (producto del gen fax) que produce una activacion

transcripcional en trans (Leider y cols., 1988; Montagne v cols., 1990). Por otro lado,

la regién que reconoce la proteina rex (RRE), necesaria para la regulacion de los
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procesamientos de los mensajeros viricos, estd presente en la region U3 de las LTR
IUITLV-D y en la region R/US de las LTR §7ITLV-ID. La region U3 de fas LTR
contiene tres copias repetidas de una secuencia de 21 pb que uactdan como
potenciadores transcripcionales. Estas secuencias tienen homologia a sitios NF-KB y
AP-1, asi como a sitios de reconocimiento al AMYI ciclico (¢cAMP). Las LTR del
HTLV-I pueden ser activadas por productos de los prote-oncogenes c-jun y c-ets-1,
asi como por mitégenos. Las L'TR 57 también contienen secuencias responsables para

la terminacion y poliadenilacion de los ARNm.

1.2 Productos génicos

El producto del gen gag es una poliproteina precursora compuesta por fa pl9
en el extremo amino terminal, la p24 en el centro y la pl5 en el extremo carboxilo
terminal, que es procesada por la proteasa virica para producir las proteinas
individuales que compondridn el core virico de los HH'TLVs. Un ARNm virico de 8.5
Kb codifica para gag, pro y pol en marcos de lectura solapantes. Un cambio
ribosomal del marco de lectura producira la sintesis de una poliproteina gag-pro
precursora de 76 Kd que seri autocataliticamente cortada. Se requiere otro cambio
ribosomal del sarco de lectura para la expresion del gen pol. La relacion de los

productos génicos del ITTLV-I y del HTLV-II se esquematizan en la tabla 11,

La proteasa, pl4, interviene en el procesamiento de los productos maduros de
p35 y p76*™", con la posterior rotura autocatalizada para generar moléculas de
proteasa maduras (Jacks y cols., 1985; Nam y cols., 1988). La proteasa del HTLV-1
tiene una secuencia D-T-G idéntica a la aspartil-proteasa y el dcido aspartico es
necesario para la actividad proteolitica. Datos posteriores obtenidos con inhibidores
de la aspartil-proteasa indican que la proteasa virica podria ser una aspartil-proteasa.
Como el extremo 57 del gen pol se solapa con el gen de la proteasa, es necesario otro

proceso de cambio de lectura ribosomal para poder expresario.
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TABLA 11

Proteinas codificadas por los IITLV

IITLV-1 HTLV-1I | Proteinas codificadas | HHomologia de

HTLV- | [rLv-p | Seerenem

Provirus 9032 pb 8925 pb

L'TR 1-755 1-763

8278-9032 | 8504-8932

gag 802-2089 807-2106 pl9 MA pl9 MA 55% (nt)
p24 CA p24 CA 85% (nt)
pl5 NC pl5 NC 68% (nt)

Proteasa 2052-2755 | 2078-2611 pid PR 178 aq 24% (nt)

pol 2497-5184 | 2239-5184 896 aa 982 aa 61% (aa)

eny S180-6643 | S180-6637 | pr (gp68) | pr (gp62)

opd6 SU

gpds SU

63% ()

p2l TM p20 THM 73% (aa)
Region no 6644-7301 6641-7213 28% (nt)
traducida
tax 5180-5183 3180-5183 40 Kd 37 Kd 78% (ira)
7302-8339 7214-8203
rex 5124-5183 S121-5183 27 Kkd 26 Kd 61% (aa)
7302-7811 7214-7663 21 Kd 24 Kd

MA, matriz; CAL cipsida; NC, nucleocipsida: pr. precursors SU, superficie; ThL transmembrana.

La region que contiene el gen pol presenta el marco de lectura mas largo del
genoma de los II'TLVs y es potencialimente capaz de codificar para 896 aa en el caso
del HTLV-1 6 982 aa en HTLV-II. La proteina transcriptasa inversa (RT) de 95 Kd
presenta tres actividades enzinuiticas: RNasa FH, integrasa v ADN polimerasa. La R'T

interviene en el proceso donde el ARN genémico de cadena simple pasa a ADN
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provirico de doble cadena, que se integrard de una manera aleatoria en el ADN
celular. Basado en la homologia con otros retrovirus, La porcion 57 del gen pol se
predice que codifica para la proteina transcriptasa inversa y las secuencias alejadas
por debajo codifican probablemente para las funciones integrasa y RNasa H. La
transcriptasa inversa de los I'TLVs funcionan mis eficazmente usando Mg*' en vez
de Mn*' como catién divalente. Los genes de la polimerasa de IFILV-T y HTLV-II

muestran solo un 56% de homologia, basado en sus secuencias de aminoacidos,

El gen env solapa parcialmente con el extremo 3’ del gen pol y su producto es
una poliproteina glucosilada de 61-69 Kd (Lee y cols., [984; Schneider y cols., 1984)
que procede de un ARNm de 4.2 Kb procesado una sola vez. Se han visto afgunas
formas relacionadas de aito peso molecular que son el resultado de la fusion anormal
entre env y tax (por ejemplo, La gp68 de las células MT-2). Las proteinas precursoras
de los HTLVs son procesadas para producir una glucoproteina de superficie gp46 vy

una proteina transmembrana p2l en HTEV-1 y gp35 y p20 en IITLV-11.

Antes del brote del virus de La célula, Ia envuelta virica tiene que estar presente
en la membrana celular y tiene que haber sufrido un transporte intracelular hacia
la superticie. Iiste transporte depende de la cantidad de proteina en el reticulo
endoplasmitico, de los puentes disulturo intracatenarios y de una correcta
oligomerizacion de la proteina (Pigue v cols., 1990). Las proteinas maduras de la
envuelta migran independientemente y no covilentemente asociadas. Los procesos de
maduracién de las proteinas de la envuelta del HITLV-1 no estan todavia bien
definidos. Debido a que la envuelta solo presenta cinco sitios potenciales de
glucosilacion (Asa-X-Ser/Thr), la contribucion de cada sitio podria ser determinante

para el procesamiento del precursor (Pique y cols., 1992).

La envuelta del II'TLV-1l estid muy conservada entre diferentes aislados. Los
epitopos neutralizantes se centran en La region de la gp46 v un anticuerpo monoclonal
contra gp46, 0.5-alfa, puede inhibir el efecto mitogénico de los viriones de II'TLV-]

inactivados sobre las células T hamanas, indicando que gp46 puede interactuar con

Introduccion 10



moléculas de la superficie de las células T directa o indirectamente relacionadas con
la activacion de éstas. El extremo amino de ka p21 contiene zonas homologas con
elementos inmunosupresores de otros retrovirus animales, pero carece de una
secuencia hidrofdébica de fusién consenso (fenilalanina-leucina-glicing) asociada a la

formacion de sincitios.

La region no traducida consta de aproximadamente 600 nucledtidos y estd
localizada entre el final del gen env y el principio del tercer exon de los genes fax y
rex. La homologia de nucledtidos de esta region entre HTLV-1 y HTLV-II es baja
(28%) comparada con el resto del genoma, En [ITLV-I, esta region presenta un
marco abierto de lectura, sin embargo, en HTLV-IL existen codones de terminacion

en el marco de lectura equivalente,

Los genes tax y rex son los dnicos que codifican para proteinas no
estructurales, transcritos 2@ un ARNm de 2.1 Kb doblemente procesado y con tres
exones {(Haseltine vy cols., 1984; Nagushima y cols., 1986; Faller y cols., 1988) y
traductdos en marcos de lectura alternativos. El codon de iniciacion (metionina) del
gen fax es el mismo que para env y esta dentro del segundo exon del ARNm tax/rex.
El codon de iniciacion para [a proteina rex estd también dentro del segundo exon
pero 59 nucleotidos por encima. Las dos estan localizadas en el nicleo de las células
infectadas, en una region Hamada matriz nuclear (Goh y cols., 1985). Las proteinas
tax (p40™ en HTLV-1 y p37** en HTLV-II) son activadoras transcripcionales que
actdan en trans e incrementan el grado de iniciacion de la transcripcion desde el
promotor localizado en la L'TR 5 del genoma provirico (Sakurai y cols., 1992). La
proteina tax no se une directamente a los elementos potenciadores de 21pb en las
L'TR sino que parece estar asoctada al ADN interactuando con proteinas celulares
que se unen a ADN. Es capaz de activar promotores heterologos de muchos genes que
intervienen en el crecimiento y la diferenciacion celular, como por ejemplo el
promotor de los genes gue codifican ka 11.-2 vy el IL-2Ralfa, el CD3, ¢l promotor del
gen para el GM-CSI, el promotor c-fos y ¢-sis v el potenciador de SV4Q0. Tax podria

tener un importante papel en la induccion de la enfermedad y en el origen de la
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leucemia aunque los procesos de transformacion no han sido todavia bien definidos.

El gen rex, solapado parcialimente con el gen fax pero que presenta un marco
de lectura alternativo, codifica para dos proteinas que se localizan en el nacleo de
células infectadas, p27™ y p21° para IITLV-1 y p26™ y p24* para IITLV-I1. Las
proteinas p27™ y p26™ intervienen en la activacion del transporte de los ARNm no
procesados o parcialmente procesados del nucleo al citoplasma. Las secuencias que
reconocen a la proteina rex (RxRE) en IITL V-1 estan localizadas en Ia region U3I/R
de [a L'TR 3" y en R/US de ta LTRSS, vy en HITLV-II esta localizada en ia region R
de la LTRSS, por debajo del sitio donador del procesamiento (DP). La proteina rex
se une directamente a estas regiones y @ regiones (ue reconocen a la proteina rev del
VIH-1. Rex puede reemplazar funcionalmente a la proteina andloga rev del VIH-1,
pero no viceversa (Sakai y cols., 1990: McDonald y cols., 1992), La tuncion de las
proteinas p21* y p24® es hasta ahora desconocida. Recientemente se ha descrito un
nuevo ARNm capaz de expresar especificamente la proteina p21* en muchas lineas
celulares infectadas por HTLV-1 (Orita y cols., 1991; IHammes y cols., 1993). Este
mensajero contiene solo el primer y tercer exon del ARNm tax/rex con lo que solo
puede codificar para p21*. La expresion constitutiva del ARNm p21° indica que el
mecanismo que regula su expresion es diferente del que regula la expresion del

ARNm tax/rex, del ARNm env y del ARNm genomico/gag-pol (Orita y cols., 1992),

1.3 Regulacion de la expresion génica

En el estado temprano de la replicacion virica, todos los ARNm son procesados
rapidamente hasta el ARNm tax/rex, debido a que no hay rex disponibie. Por tanto,
empiezan a subir los niveles de tax y rex mientras que las otras proteinas viricas no
son producidas. La proteina tax sigue transactivando la transcripcion génica virica

{(figura 3) produciendo muis ARN virico.
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En este estadio, tax también activa los promotores de IL-2, IL-2Ralfa y GM-

CSF induciendo a Ia proliferacion de las céhulas T infectadas (MeGuire y cols., 1993).

Entonces, la proteina rex acumulada, empieza a modular los sucesivos mecanismos

de procesarmiento del ARN, dando como resultado la aparicion del ARNm pol/gag y

el ARNm env, produciendose asi las proteinas estructurales, lo que favorece la

formacion de nuevos viriones (maduracion)(Hidaka y cols., 1988). Por eso, rex es un

producto génico temprano que estimula la expresion de las proteinas del viriéon en la

fase tardia de la expresion génica.
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La acumulacion de rex se traduce en un acumulo de ARN genomico vy, por
tanto, en un corte en proceso de transceripeion de genes viricos (Green y cols., 1991).
Parece ser que la secuencia RxRE del HTLV-II contiene elementos negativos
intrinsecos que mantienen al ARN en el nucleo (Kim y cols., 1991). La eficiencia en
ia union de rex depende de la estructura secundaria del ARN, en concreto del bucle
localizado entre los nucledtidos 465 y 500, y de secuencias especificas en ese ARN (nt
470 a 476) y de un sitio donador del procesamiento (nt 449 a 455)(Black y cols.,
1991). Por eso, la funcion de rex seria liberar el efecto negativo de esta secuencia y
permitir al ARN distribuirse en el citoplasma. Esto seria un efecto regulador positivo
gue no afecta los valores totales de ARN, pero que a altas concentraciones de rex, los
niveles de ARNm decrecen debido a un decaimiento en la iniciacion de la

transcripcion o por debilitamiento en la estabilidad del ARN.

Por tanto, la regulacion de la transcripeion la llevan a cabo dos proteinas, tax
y rex, que proceden de un mismo ARNm (hecho gue no ocurre con las proteinas
reguladoras del VIII que proceden de ARNm diferentes). Cuando la expresion génica
se reduce, la proliferacion de las células T decrece, llegando a un estado de reposo
(Haseltine y cols., 1990). Una expresidn transitoria de los genes viricos resulta en una
produccion transitoria de progenie virica y promocion del crecimiento de las células
infectadas. Esta podria ser una estrategia de supervivencia ante ka respuesta inmune

del hospedador.

1.4 Mecanismos de transformacion

La infeccion de linfocitos peritéricos o de cordon umbilical por HTLV-I o
HTLV-II da como resultade una produccion de virus y una inmortalizacién de las
células. La proliferacién policlonal de lus células infectadas puede Ilevar 2 un mayor
crecimiento de un clon de células transformadas dominante que contendria un
provirus monoclonalmente integrado. Los sitios de integracion monoclonal son

distintos entre diferentes pacientes. Por eso, la activacion en cis insercional de

Introduccion 14



oncogenes celulares por las L'TR viricas no parece ser operativo. Ademais, existe dano
cromosémico asociado con la integracion provirica, pero no hay evidencias de un
patrén de traslocacion cromosomal indicando que la cis-activacion de oncogenes

celulares por promotores viricos o celulares no es evidente.

Las preparaciones viricas, procedentes de sobrenadantes de cultivos de células
infectadas por HTLVs, son mitogénicas para las células T humanas (Duc Dodon y
cols., 1987; Gazzolo y cols., 1987; Zack y cols., 1988). Se estimulan para dividirse
tanto las CD4' como las CDY', y ademas, no se requiere la presencia de las células
accesorias (monocito/macrofago). Ista actividad mitogénica no requiere infeccion
porque se ha visto gue cuando se inactiva el virus por calor aparece ¢l mismo efecto.
Una funciéon importante de esta actividad mitogénica es la de capacitar al virus para
el establecimiento de la infeccidon una vez que ha penetrado en la célula. Se piensa
que una célula activada y en division es mas facilmente transformada por el virus que

una en estado de reposo (Merl v cols., 1984).

Sélo las células T son susceptibles de transtormacion celular, sin embargo, en
muchas ocasiones las lineas de célolas B transformadas por EBV son productivamente
infectadas por H'TLVs (fundamentalmente por HTLV-II) (Yamamoto y cols., 1982;
Koyanagi y cols., 1984; Wiktor y cols., 1991) y células inmaduras de médula dsea (sin
fenotipo de célula 'T) también son susceptibles a la infeccion. La transformacion
celular se define como una proliferacion celular continua en ausencia de tactores de

crecimiento exdgenos, como la I11L-2.

Las células transformadas por los HTLV muestran fenotipos tipicos y
marcadores de superficie asociados con c¢élulas T activadas funcionalmente (por
antigenos o lectinas)(Koizami y cols., 1992). Ademads de proliferacion, esto incluye
una produccion de vna amplia gama de linfocinas y una expresion alterada de
marcadores de superficie (marcadores asociados a un estado activado), como I1L.-2R,
receptor de la transferrina y ciertos antigenos [HLA. La transfornsacion podria

incrementar el nimero de células portadoras de virus dentro de un individuo y ello
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incrementaria sus posibilidades de expansion entre distintos individuos. Considerado
como tal, la transformacion de las células 'L por los HTLVs es un proceso normal en
el ciclo biologico del virus, al contrario que otros retrovirus oncogénicos, donde la
transformacion y replicacion pueden ser disociadas y donde la transtormacion es una
consecuencia no deseada de la infeccion. Recientemente se ha visto un alto nivel de
ADN virico asociado a linfocitos anormales  entre  portadores  asintoneiticos

(Tachibana y cols., 1992).

El mecanismo por el cual se produce leucemin no se conoce ain en
profundidad. Ninguno de los dos virus presenta en su genoma ningin oncogen
clisico, sin embargo, contienen genes no estructurales que se requieren para la
replicacion virica. Istos genes, amados tax y rex, est:in muy relacionados en los
procesos de transformacion celular. Se ha postulado que estos genes, que son trans-
activadores, causan la transformacion de las células T induciendo Ly expresion
aberrante de genes celulares normales. La proteina tax puede trans-activar los genes
de la interleucina-2 (IL-2) y la de su receptor (1L-2R). Aunque esto sugiere que tax
induce la transformacién via produccion I1L-2/11-2R autocrina, que induce l:
proliferacion policlonal de células T asociado a una integracion provirica aleatoria,
existen lineas celulares transformadas por II'TLV que no secretan ni requieren 11.-2
para su crecimiento continuado (Yip y cols., 1990; 1ljelle y cols., 1992). Por eso, se
estin estudiando otros genes reguladores hematopoyéticos que puedan ser expresados
de manera anormal en respuesta a proteinas del HTLV. Lstudios preliminares
indican que el factor B de crecimiento transformante (I'GEFB), que no se expresa en
las células normales (células T quiescentes), se expresa constitutivamente en las
células T transformadas por HHTLV. Ademas, el TGFB exdgeno, que normalmente
inhibe la proliferacion de las células T inducidas por 1L.-2 y la induccion del receptor
IL-2, no influye en el crecimiento de las células T transformadas. Esto sugiere que
la biologia de este factor en las células transformadas es diferente al de las células

normales.
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Existen evidencias que muestran que, al contrario que las células normales, fas
células transformadas por IITLYV secretan e] factor TGFB. Ademas, la secuenciacion
de las regiones reguladoras en 57 en el gen del TGFB ha identificado numerosos sitios
consenso que unen factores reguladores transcripcionales, algunos conocidos por ser
transactivados por ¢l producto del gen tax de los HTLVs. Por eso, la expresion
inducida en las células transformadas por HTLYV, directa o indirectamente por un
producto génico de los IITLVs, podria ser un factor importante en los procesos de

leucemia inducida por HTLV.

Ademas, el TGEFB1 es un mediador potencial de la patologia relacionada con
el virus de la inmunodeficiencia humana (V1) y La progresion de la enfermedad. Se
ha demostrado que el TGF61 se sobreexpresa en los linfocitos de sangre periférica
(PBMC) infectados por VIIL. Diversos estudios seialan un incremento de la actividad
TGFB en PBMCs de pacientes con SIDA, lo que podria indicar que este factor
interviene en las disfunciones inmunologicas de estos pacientes. Parece que este factor
media en las disfunciones de las células T, células B y monocitos infectados por VIH-
1. Todo esto conduce a pensar que el TGFB podria ser usado como indicador
pronoéstico en individuos infectados por VIH y si que podria jugar algin papel en la

neuropatogénesis del VIIL.
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2. BIOLOGIA

2.1 Actividad bioldgica in vivo e in vitro

El TITLV-I y el HHTLV-II tienen un amplio rango de células hospedadoras in
vitro y posiblemente también in vivo (Macchi y cols., 1987). La infeccion por IHITLVs
necesita un contacto directo célula-célula, por eso, la infeccion in vitro se realiza
mediante cocultivo de células normales con células productoras de virus (Farouqi y
cols., 1992). Sin embargo, se ha descrito la infeccién por HTL V-1 libre de células en

células mononucleares de sangre periférica y en lineas celulares (I'an y cols., 1992).

Se ha descrito que el IT'TLV-1 puede infectar células endoteliales in vitro y que
éstas podrian actuar como reservorio virico in vive. EI1FTLV-I libre de células puede
infectar células endoteliales pero no a células linfoides, es asi como células
endoteliales infectadas podrian infectar células CD4 en etapas tardias in vive (Hoxie
y cols., 1984). Iisto podria explicar el incremento de la incidencia de seroconversion

con la edad.

2.2 Receptores celulares

El receptor celular para los INTL Vs no esta bioquimicamente identificado pero
se ha demostrado que existe en muchos tipos de células bumanas y de animales,
mcluyendo primates, perros, gatos y roedores. Una caracteristica de las células que
expresan receptores viricos en su superticie es ka capacidad de fusionarse con células
infectadas para formar células gigantes multinucleadas, conocidas como sincitios

(Miyamoto y cols., 1991).

Fas células cronicamente infectadas expresan glucoproteinas viricas que

enmascaran o modulan negativamente la expresion del receptor en la superficie
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celular, produciendo una resistencia celular a la superinfeccion por otros virus que
compartan el mismo receptor. A este fendmeno se conoce como interferencia del
receptor y se ha usado para demostrar que el HIFLV-1 y el II'TLV-II usan el mismo
receptor, mientras que el receptor del BLV es claramente distinto. El uso de lineas
celulares hibridas de humano-ratén ha permitido asignar al cromosoma 17 la

localizacion del gen del receptor de los H'TLVs (Sommerfelt y cols., 1989).

2.3 Patologias asociadas

La leucemia/linfoma de células 'F de adulto (L1'TA) esta causada por el HITLV-
I vy presenta varios estadios: a) estado de portador asintomético, b) estado
preleucenmico (pre-1LL'TA), ¢) estado crénico de LI TA v d) estado agudo. Kl provirus
puede estar integrado en células T con un patrdn monoclonal u oligoclonal
(Minamoto y cofs., 1988; Pombo de Oliveira y cols., 1990). El estudio de los distintos
sitios de integracién virica en distintos pacientes con LL'TA demuestra que éstos son
distintos y est:éin presentes en cromosomas diferentes. Por lo tanto, la integracion del
HTLV-I es aleatoria y no da ninguna pista sobre ¢l mecanismo de oncogénesis ya que
otros retrovirus tienen sitios de infegracion cercanos a secuencias oncogénicas
celulares (Yoshida y cols., 1982). Las células infectadas in vivo generalmente no
expresan proteinas viricas (incluida tax). Adenmuis, Ia historia natural del desarrollo
de LLTA aguda, sugiere que la infeccion por HHTLV-1 s6lo no es suficiente para
producir leucemia (Aboud y cols., 1992). Mucha gente infectada no desarrolla LL'TA
y quienes lo hacen (1-5%}, han tenido un periodo de latencia de 20-30 aios. La
fosfoproteina nuclear p33 puede actuar como supresor tumoral y se ha visto que
existen alteraciones del gen p53 en la LLTA aguda. Una posible hipitesis con
respecto al desarrollo de LLTA puede establecerse de la siguiente manera: la
infeccion por II'TLV-1 produce una expresion aguda de tax, quizda por una
estimulacion del crecimiento autocrinn a través de la produccion de 11.-2. Esta
estimulacion podria caupsar una expansion policlonal de hinfocitos T infectados. La

evolucion al estado agudo implicaria ky alteracién mutacional del gen p33 (Takasaki
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y cols., 1977; Sakashita y cols., 1992; Tsukasaki y cols., 1993).

La mielopatia asociada a IIFLV-I (MAII)/Paraparesia espastica tropical (’ET)
son enfermedades neurolégicas estrechamente relacionadas - si no iguales -y
producidas por el HTLV-1 (McKhann y cols., 1989; Smith y cols., 1993). La
presencia de anticuerpos intratecales indican que el virus ha infectado el sistema
nervioso, ademas de la sangre (Roman y cols., 1990; Sowa y cols., 1992; Lunardi y
cols., 1993; Shimada y cols., 1993}, Al contrario que en la LLTA, los sitios de
integracién son policlonales, por eso, ¢l desarrollo de MAIL no es una consecuencia
del desarrollo de clones celulares malignos (Furukawa y cols., 1992). Existe fa
hipotesis de que el desarrolio de MALI esté basado en modelos autoinmunes

(Minagawa v cols., 1992).

Otras enfermedades relacionadas con HTLV-I son la leucemia linfocitica
cronica de células B (B-cell CL.1.), la esclerosis maltiple (1KM), ¢l sindrome de Sjogren

y el lupus eritematoso sistémico (LISS) (Higashi y cols., 1992).

Por otro lado, la patologia asociada a HTLV-I1 es una hemopatia conocida
como tricoleucemia (Kalyanaraman y cols., 1982; Rosenblatt y cols., 1986), pero
realmente no se conocen todavia los mecanismos patogénicos de la enfermedad. A
pesar de la relativamente alta seroprevalencia de H'TLV-I1 entre drogadictos por via
parenteral, el papel patogénico de este retrovirus no ha sido ain identificado.
Recientemente, el Registro de Tumores de Nuevo Méjico obtuvo datos que no
muestran evidencia de un incremento del riesgo para tricoleucemias, micosis
Jungotdes o leucemias linfociticas crénicas en grupaos endémicos para la infeccion por

HTLV-II (Hjelle y cols., 1991; Zucker-Franklin y cols., 1992).

Se ha podido detectar ¢l HTLV-II en un paciente con leucemia linfocitica
granular (LGL) (Lougharan y cols., 1992) y micosis fungoides (1ijelle y cols., 1991).
Hay casos de enfermedades neuroligicas, parecidas o MAH/PET, en individuos

infectados por HTLV-11 (Hjelle y cols., 1992).
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3. EPIDEMIOLOGIA

3.1 Diagnostico de la infeccion

Deteccion de anticuerpos

La infeccion estd definida por la presencia de anticuerpos especificos anti-
IXTLV, por eso hay una serie de técnicas desarrolladas para la deteccion de éstos. No
existe reaccion cruzada de Ias proteinas del grupo de tos HTLVs con ninguna de las
proteinas de los otros grupos de retrovirus de mamiteros, sin embargo existen
reacciones cruzadas entre los propios miembros del grupo. La p24 parece tener la
mayor reactividad cruzada entre el HTLV-1 y el HFLV-H (Kalyanaraman y cols.,

1984); por el contrario, la pl19 tiene mucha menos homologia.,

Las proteinas viricas principalmente reconocidas por el suero de individuos
infectados son aquelas producidas por los genes gag, env y fax (Goh y cols., 1985),
Como en todos los retrovirus, kas proteinas gag de mayor peso molecular son las mads
inmunogénicas. Los anticuerpos contra la envuelta podrian ser importantes en la
modificacion del curso de la infeccion, aunque la seroconversion y el desarrollo de

inmunidad humoral no conduce a ka eliminacion de la infeccion virica.

El diagnéstico de la infeccion por HTLV-1 vy HITLV-H requiere la capacidad
de deteccion virica y la capacidad de discriminacion entre los dos tipos viricos
(Kinoshita y cols., 1984). Existen dos tipos principales de enzimoinmunoensayos
(ELISA), uno que utiliza un lisado virico completo como antigeno en fase solida y
otros que incorporan en el lisado virico péptidos sintéticos de secuencia determinada.
Los primeros no diferencian entre anticuerpos II'TLV-1 o HTLV-11, sin embargo, los
segundos, al utilizar péptidos de las proteinas del core o de la envuelta con dominios
inmunorreactivos tipo especiticos, pueden llegar a discriminar entre ellos (Lal y cols.,

1991; Ijelle y cols., 1991; Goubau v cols., 1993; Rudolph y Lal, 1993). La
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identificacion de epitopos immunodominantes en Jas proteinas gag, pol o env de
HTLV-l y HTLV-II es fundamental para la realizacion de inmunoensayos basados
en péptidos sintéticos (Lal y cols., 1991a; 1991h; 1992). Los equipos comerciales de
ELISA varian en el grado de especificidad y sensibilidad, por eso hay realizados
muchos estudios comparando la deteccion de anticuerpos especificos con el fin de

valorar la eficacia de dichos equipos (Kline y cols., 1991; Cossen y cols., 1992).

Los ensayos de confirmacion de los repetidamente reactivos en ensayos de
ELISA son el western blot (WB), cuyos criterios de interpretacion recomendados por
la OMS se esquematizan en la tabla III (WIIO, 1990), immunofluorescencia (IFI) y
la radioinmunoprecipitacion (RIPA). Los ensayos de WB hasta ahora tampoco podian
diferenciar los dos tipos de virus, sin embargo, se estin incorporando proteinas

recombinantes tipo especificas que si lo hacen.

TABLA 111
Criterios de interpretacion del ensayo de WB para HTLV-I/11

Positivo 1 banda en env (gp46 y/o gp61/68) y 1 banda
en gag (p24)

Negativo Sin bandas especificas

Indeterminado Otros perfiles no considerados como positivos

0 negativos

Algunas  de estas proteinas recombinantes utilizadas  proceden de Ia
glicoproteina de la envuelta ppd6 del IITLV-T (RP-B1 residuos 166-201, MTA-4
residuos 129-203, MTA-1 residuos 162-209), que s6lo reaccionan con sueros positivos

para HTLV-1, y de la ghicoproteina de la envuelta del HTLV-I1 (RP-11B residuos 96-
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235, GII2-K15 residuos 157-205, GH2-K55 residuos 162-205) (Chen y cols., 1990;
Lipka v cols., 1992; Roberts y cols., 1993).

Personas con un perfil indeterminado por WB estin raramente infectadas por
cualquiera de los virus, y en las que si lo estin, la repeticién de los ensayos
frecuentemente demuestra reactividad (Khabbaz y cols., 1992). Ilay estudios
realizados con 1FI utilizando células MT-2 (IITLV-1) y Mo-T (HTLV-11) en los que
se observa una diferencia significativa de reactividad con sueros positivos para
HTLV-I o para HTLV-IF (Gallo y cols., 1991}. Sin embargo, no todos los sueros
positivos pueden ser tipificados como HTLV-I o HTLV-I1 usando estos ensayos. En

estos casos es necesario el uso de otras téenicas como la PCR o el aislamiento virico.

Deteccién de antigeno

cxisten varios métodos de deteccion de proteinas especificas entre los que
destacan ensayos inmunoenzinuiticos (EIA) que detectan fundamentalmente la p24
de los HTLVs, la IFI utilizando anticuerpos monoclonales o suero de pacientes
seropositivos y la microscopia electrénica (ME) que ayuda a establecer la morfologia
de la particula virica. Otro tipo de deteccion de antigeno se realiza mediante la

medida de actividad enzimatica de la proteina transcriptasa inversa (RTA).

Deteccion de acidos nucleicos

El procedimiento mads sensible para la deteccidon de material genético es el de
la amplificacion mediante la técnica llamada reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Duggan y cols., 1988; Abbott y cols., 1988). Se utilizan un par de
oligonucleotidos que flanquean una region del genoma virico para que en posteriores
rondas de hibridacion, polimerizacion y desnaturalizacion, se obtenga al final una
amplificacion exponencial de la secuencia flanqueada por estos oligonucleétidos,
permitiendo asi una nis Ficil deteccion del material genético (Ehrlich y cols., 1989;

Heneine y cols., 1992a; Tuke y cols., 1992; De Montalembert v cols., 1993). El mayor
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problema de estos métodos es la aparicion de falsos positivos por contaminacion en

el momento de la manipulacién de la muestra (Kwok y cols., 1999).

Otro método de deteccion de dcidos nucleicos es Ia hibridacién in sifu en la que
se utilizan sondas marcadas especificas sobre células infectadas sembradas en un

portaohjetos.

Aislamiento

En casos de resultado indeterminado por las técnicas seroldgicas antes
mencionadas, se realiza una extraccion de células mononucleares (PMNCs) del
paciente y se mantienen en cocuftivo con PMNCs de donantes durante 3-5 semanas,
permitiendo asi la replicacion y expansion del virus  (Hall y cols., 1992). El virus
puede ser detectado entonces en estos cultivos por EIA p24, I¥1, PCR o hibridacién
in situ. La desventaju de este método es que el cultivo in vitro de las células es un

proceso largo que no permite un diagnostico clinico rdpido.

3.2 Modos de transmision

Los mecanismos de transmision del II''LV-I son principalmente los siguientes

(Murphy y cols., 1990):

Perinatal: las madres infectadas pueden transmitir el virus al feto o al neonato,
siendo el modo de transmision a través del desplazamiento transplacentario de
linfocitos maternos infectados (Fugino y cols., 1992; Ueda y cols., 1993), 0 a través
de linfocitos infectados localizados en la leche materna (Narita y cols., 1989; Ando
y cols., 1989; Nagamine y cols., 1991). La eficiencia de transmision del HTLV-I a
ninos alimentados con leche materna es de 15-25% (Sugivama y cols., 1986; Ileneine
y cols,, 1992b). En un estudio de transmision vertical en madres infectadas por

HTLV-II no se encontro evidencia de transmision en los hijos que no se alimentaron
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con leche materna (Kaplan y cols., 1992). Esto indica un bajo riesgo de transmision
del HTLV-1l de madre a hijo, sin embargo, la coinfeccién con VIIH facilita la
transmision del IWTLV-II. La transmisién perinatal del HTLV-I en ausencia de
lactancia es también rara (Ando y cols., 1987). Un estudio de transmision de H'TLV-I
encontré un 5% de hijos de madres seropositivas que presentaban la infeccién

(Takahashi y cols., 1991; Hirata y cols., 1992).

Sexual: Kl IITLV-I puede ser transmitido homo o heterosexualmente a través
de células infectadas (Chen v cols., 1991; Stuver y cols., 1993). La mayor eficiencia
de infeccion es de hombre a mmujer, lo que podria explicar el incremento relacionado
con [a edad en Ia prevalencia de infeccion en las mujeres, siendo la mayoria de las
portadoras mayores de 30 anos (Kajiyama y cols., 1986). Un estudio realizado en
Japon sobre la eficiencia de infeccién de hombre a mujer, determiné un 6(.8% en un
periodo de 10 anos. IKn un estudio similar realizado ¢n un periodo de 18 anos, estimé
en menos del 1% la eficiencia de transmision de mujeres a hombres. In Estados
Unidos, aproximadamente un 25-30% de las parejas sexuales de seropositivos son
también seropositivos (Kleinman y cols., 1990). Existen evidencias de transmision
sexual del ITTLV-IT puestas de manifiesto en un estudio entre mujeres donantes de
Estados Uaidos, que mantenian contactos sexuvales con parejas ADVDP (Hjelle y

Cyrus, 1992).

Parenteral: la transmision por transfusion o por uso de drogas por via
intravenosa ha sido muy estudiada en Japon y en fos Estados Unidos. La transmision
puede producirse a través de productos derivados de la sangre, pero, al contrario que
para VIH, so6lo productos sanguineos con células pueden transmitir el virus
eficientemente (Herr y cols., 1993; Kleinman y cols., 1993). La tasa de seroconversion
se estima en 40-60% en los receptores de componentes celulares infectados (Mann y
cols., 1992). La transmision entre poblacion drogo-dependiente se realiza a través de
la inoculacion de células infectadas localizadas en las agujas compartidas (Zella y

cols., 1990).

Introduccién 25



3.3 Distribucion geogrifica

Iasta ahora se asumia que la prevalencia de infeccion era debida a HTLV-1
mads que a HTLV-1L, que se pensaba era menos comin. Hoy en dia se dispone de
ensayos serologicos y moleculares que permiten distinguir entre una u otra infeccion,
lo que hace posible tener una idea mis exacta de la distribucion de éstas. Cada vez
son mds los estudios relacionados con fa epidemiofogia del HTLV-IT (Mann y
Blattner, 1991). Asi, las zonas endémicas principales son Japén, Caribe y Alfrica
Central (Blattner y cols., 1983; WIiI0O, 1989: Delaporte y cols., 1991), pero éstas se
estan ampliando hacia Norteamérica, Centro y Suramérica (Asher y cols., 1988;
Reeves y cols., 1990; Constamtine y cols., 1991; Ramirez y cols., 1991; ; Inostroza y

cols., 1991; Lombardi y cols., 1991), Melanesia y Australia (figura 4).

tn Ia zona del Caribe se han realizado numerosos estudios de seroprevalencia.
En poblacion general de Jamaica se ha detectado hasta un 6% de seropositividad en
poblacion general (Murphy y cols., 1991), cerca de un 3% en Repuablica Dominicana,
y un 2.5% en Martinica (Vernant y cols., 1987). Los datos disponibles indican que
la seropositividad esti asociada con fas clases socioeconémicas mids bajas. En la isla
de Trinidad se ha encontrado una prevalencia de 3.7%, limitada casi exclusivamente

a individuos descendientes de africanos.

En Asia la mayor prevalencia de H'TLV-I se localiza principalmente en las islas

Kyushu, Shikoku y Okinawa (Japion) donde se alcanza hasta un 15% de prevalencia,

Ciertas zonas de Aflrica parecen tener reservorios de infeccion por HTLV-L,
Se han detectado posibles zonas endémicas dentro de Gabén, Chad, Benin, Republica
Centroafricana y Zaire. Un estudio en Costa de Marfil y en Zaire (Wiktor y cols,,
1990) encontré alta prevalencia entre prostitutas, lo que sugiere gue los contactos
sexuales frecuentes podrian aumentar ¢l riesgo de adqguirir la infeccion. Por otra
parte, existen evidencias de mfeccion por H'TLV-I1 en Africa Central (Delaporte y

cofs., 1991: Dumas v cols., [991).
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Entre poblacion aborigen de Australia se ha detectado un 8-15% de infeccion
por HTLV-IL. En poblacion general se hi detectado hasta un 26% en Papua-Nueva
Guinea, y un 33% en Islas Salomén, debido a infeccién por HTLV-1 (Bastian y cols.,
1993). Sin embargo, la existencia de una zona endémica de II'TLV-1 especifica de

Melanesia, sigue cuestionada (Weber y cols., 1989).

En Estados Unidos la deteccion de anticuerpos especificos en donantes de
sangre es obligatoria desde noviembre de 1988 (CDC, 1988). Se ha visto que entre
poblacion general La prevalencia se sitia entre 0.02% y 0.08%, segun las regiones
(Williams y cols., 1988). Al menos la mitad de los donantes seropositivos en Estados
Unidos estian infectados por HTLV-I1, como lo demuestran estudios por PCR. Se ha
visto que entre fos donantes positivos muchos han nacido o tienen contactos sexuales
con personas nacidas en paises endémicos para ITLV-L Las zonas con mayor
prevalencia se sitian en Nuevo Méjico y Florida donde hay una alta incidencia de
HTLV- (1jelle v cols., 1990; Khabbaz v cols., 19Y91). Entre los ADVDE, hasta el 49%
estdan infectados (Lentino y cols., 1991) y nuis del 80% de éstos lo estin por HTLV-
(Lee y cols., 1989h; Palumbo y cols., 1992; Khabbaz y cols., 1992). Entre prostitutas
alcanza el 6.7%, siendo mayor la incidencia cuando son ADVP (Khabbaz y cols.,

1990).

Muchos paises de Centro y Suramdérica tienen evidencia de infeccion por
HTILV-1. Recientemente se ha descrito gque la infeccion por HTLV-11 podria ser
endémica en ciertas poblaciones indigenas del Nuevo Munde. Estudios
seroepidemioldgicos realizados en un grupo de indios Guaymis de Panam: revelaron
que un 5-8% tenian anticuerpos contra HTLV-IT (Lairmore v cols., 1990; Reeves y
cols., 1990). En tribus indigenas de Venezuela se ha detectado hasta un 13% de
seroposifividad debida a HTLV-1I. En un pequeno estudio entre Indios Guajiros
(Colombia) se detecto un 4.8% de seropositividad debida a IH'TLV-1 (Duenas-Barajas
y cols., 1992). Hay un 0.4% de infecciéon por HTLV-T en donantes de Brasil (Lee H
y cols., 1989a). IKn Chile se ha encontrado infeccion por HTLV-I asociado a PET

(Cartier y cols., 1988; Vasquez y cols., 1991). Entre indigenas de Colombia y
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Paraguay se ha detectado el II'TLV-1 (Zamora y cols., 1990).

En Europa la prevalencia a II'TLV-1 es baja y casi limitada a ADVP e
immigrantes de dreas endémicas. A partir de julio de 1991 la deteccion de anticuerpos
frente a HTLV-I/I1 es obligatoria en Francia entre donantes de sangre, La
prevalencia de la infeccion por IITLV-I/I1 en poblacidn general en Francia es de
4.6/100.000. Lintre poblacion ADVE la prevalencia es muy variada, siendo de
alrededor del 5% en Halia (De Rossi y cols., 1986; De Rossi y cols., 1991), 1.3% en
Holanda (Van den Hoek v cols., 1988).

En Espana hay pocos estudios realizados entre poblacién general o de riesgo
para la deteccion de anticuerpos I'TLV-I/11. Un estudio amplio entre prostitutas de
distintos lugares de Espana revelt un 0.56% de seropositividad a IFTLVs (KEstébanez
y cols., 1991). Entre ADVDP de Guipuzcoa se detecté un 0).5% de infecciéon por HTLV-

I1 (CiHla y cols., 1993),
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4. HETEROGENEIDAD GENETICA

Comparados con el VII, los HTLVs muestran mucha menos variabilidad
genética posiblemente debido a los relativamente bajos niveles de replicacion virica
en los individuos infectados. Mientras que la diversidad genética y filogenia del
IITLV-1 han sido estudiadas en profundidad, muy poco se conoce todavia de la
evolucién del IITLV-IL. Sin embargo, se acepta que el HTLV-II diverge del ITLV-I
y del STLV-1 hace muchos miles de anos (Ehrlich y cols., 1992; Gessain y cols.,

1993).
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Estudios de secuenciacion genética realizados en varias cepas de HTLV-1
recogidas en distintos lugares del mundo revelan gque las variaciones de un nucledtido
en la misma posicion podrian determinar el origen geogriifico de los virus, pero no
revelan ninguna informacion sobre las posible patologins relacionadas (Daenke y
cols., 1990; Kinoshita y cols., 1991; Shulz y cols., 1991; Ratner y cols., 1991;

Komurian y cols., 1991).

La gran similitud entre las cepas de IN'TLV-I de Africa occidental con las del
Caribe y América del Sur, indica que algunas han podido ser introducidas en el
Nuevo Mundo a través de individuos infectados durante la época de esclavitud y que
estas cepas sufren una muy baja variabilidad genética (Gray y cols., 1990; Gessain

y cols., 1991b; Gessain y cols,, 1992; Dekaban y cols., 1992).

Los aislados de Japén, Caribe y Africa donde el HTLV-1 es endéniico, la tasa
mayor de divergencia entre diferentes aislados se estima en un 3.5%, pero
generalmente es menor que ésta (Malik y cols., 1988; Gray y cols., 1990; Paine y
cols., 1991). La mayoria de las diferencias de nucledtidos son mutaciones puntuales
y no se correlacionan con la patogenicidad del virus (De BK y cols., 1991; Ehrlich y
cols., 1992). Por el contrario, existe una divergencia de mas del 8% entre el prototipo
HTLV-IATK (Japon) y unas cepas recientemente aisladas de distintos lugares de
Melanesia (Papaa Nueva Guinea e Islas Salomon)(Gessain y cols., 1991a) y Australia,
que por otra parte presentan una gran divergencia entre ellas (las de Papuia Nueva
Guinea varian un 4% de las de las Islas Salomén)(Babona y cols., 1988; Gessain y

cols., 1991b; Yanagihara y cols., 1991; Gessain y cols., 1993).

Podria ser que estos nuevos aislados representen distintos subtipos moleculares
del HTLV-1 y podrian tener propiedades biologicas unicas. La figura 5 muestra un
esquema de las relaciones filogenéticas PTLVs en relacion con su homologia de

secuencia en gp2l, gpd46, L'TR, pX y pol (Sherman y cols., 1992; Dube y cols., 1993).

Estudios basados en diferencias en los sitios de restriccion de la region del gen
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env del HTLV-1L, que codifica para la proteing transmembrana gp2l, han podido
diferenciar dos tipos de aislados claramente diferenciados. Estos dos subtipos se
denominan I'FLV-IIA y HTLV-IIB y presentan una divergencia de al menos el 5%
(I1all y cols., 1992). Se han realizado diversos estudios en ¢l gen pol debido a que la
transcriptasa inversa es esencial en el ciclo biologico de los retrovirus y sufre
presiones selectivas que mantienen una conservacion de secuencia a lo largo del
tiempo. Mientras que existen multiples recombinaciones en las secuencias env entre
retrovirus poco relacionados, las secuencias pol reflejan mucho mas fielmente sus

relaciones filogenéticas (McClure y cols., 1988).

Hasta el momento solo el aislade de II'TLV-II MoT ha sido extensamente
estudiado y secuenciado por completo su genoma (Shimotohno y cols., 1985). Los
hasta ahora pocos aislados de II'TLV-1I de diversas regiones geograificas s6lo han sido
parcialmente secuenciados. Dube y cols. (1993) han analizado genéticamente varios
aislados de HTLV-11 procedentes de distintas zonas del continente americano,
incluyendo aistados de Indios Seminolas en Florida, Guaymis en Panama y Tobas en
Argentina. Secuenciaron regiones de pol, 1'I'R, env y Px que comparindolos con el
prototipo MoT les permitié segregar el grupo de los H'TLV-II en dos subtipos
genéticamente diferenciados. Esta sugerencia es la misma que la que proponen Hall

y cols. (1992) con sus aislados norteamericanos.

Por lo tanto, existen al menos dos subtipos de H'TLV-I1. Los aislados de los
Indios Seminolas, Guaymis y 'lobas y algunos aislados norteamericanos
probablemente se puedan incluir en el subtipo B propuesto por Hall y cols., mientras
que las variantes restantes de HTLV-H, incluido el prototipo Mo'T, podrian ser

clasificados como subtipo A.

Los resultados de varios laboratorios sugteren que el grupo de los virus
linfotropicos de primates (PT1.V), incluyendo ¢l STLV-I, ha sufrido un relativo
(comparado con VIH) lento y uniforme proceso evolutivo, con la divergencia del

HTLV-II de un ancestro comin a STLV-1 y HTLV-I hace miles de anos. Se ha
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propuesto que el STLV-1 y el IITLV-1 se originaron en Asia, Africa o Australia y gue
por transmision vertical y horizontal se extendieron hacia Melanesia, el Nuevo
Mundo y Japon (Gessain y cols., 1991a; 1991b; 1993). Se piensa que el HTLV-I llego
al Hemisterio Qeste hace alrededor de 400 aios por los comerciantes de esclavos

europeos (Gallo, 1991).

Por el contrario, debido a que ¢l HTLV-1I se ha encontrado en poblacion
indigena americana, éste podria haber llegado al Hemisferio Oeste hace 10.000 ¢
50.000 anos con la llegada de inmigrantes procedentes de Siberia via estrecho de
Bering . Si esta hipotesis fuera cierta, uno podria esperar mas diversidad entre

diferentes aisiados de HTLV-II que entre los aislados de IITLV-L.

Debido a que el grado de diversidad visto entre aislados de HTLV-II del
Hemisterio Oeste es tan grande como el visto entre los aislados de IFFLV-1 del Nuevo
Mundo, los HTLV-1 de Melanesia {(Saksena y cols., 1992), y el STLV-1, se puede
concluir que Ia heterogeneidad entre los HTLV-1I también representa muchos miles
de anos de evolucion (por supuesto, suponiendo que las presiones selectivas sean
similares para los dos tipos de virus). Si esto fuera cierto, no parece probable que el
HTLV-II haya Hegado al Nuevo Mundo por un simple grupo de europeos y africanos.
s mds probable que el HTLV-1l estuviera presente en la poblacion indigena
americana y/o que estuviera presente en diversas formas entre los inmigrantes al
Nuevo Mundo. El hecho de que el II'TLV-1l sea endémico en muchos grupos
diferentes de Indios americanos y que los indws Guaymis y ‘Tobas se han mantenido
aislados de los europeos y africanos desde hace S00 anos, indica que al menos el

subtipo B de los II'TLV-1I estaba presente en la poblacion indigena pre-Colombina.
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5. TERAPIA ANTIVIRICA

ITasta ahora existen pocos datos y estudios relacionados con la terapia y otras
estrategias relacionadas con vacunas para la prevencion o countrol de las infecciones
por HTLV-1 o HTLV-I1. Esto posiblemente sea debido a que el riesgo de un
individuo infectado por HTLV-I adquiera leucemia/linfoma de células T de adulto o
sindromes degenerativos neurolégicos como fa mielopatia/pacaparesia espdstica
tropical, es de 1-5% y 0.25%, respectivamente (Palker y cols., 1992). Ademiis, hasta
el momento no existen evidencias de una relacion entre la infeccion por HTLV-H y

una patologia clara, excepto para un tipo de tricoleucemia.

Una aproximacion a la terapia antivirica para H'TLV-1/11 podria estar dividida
en, (a) agentes quimicos que inhiben la replicacion virica y (b) agentes bioldgicos

como interferones o toxinas (tabla IV).

ELAZT (3 azido-2",3 -desoxitimidina o zidovudina) es un amiilogo de nucledsido
que inhibe la replicacion tanto del VIIE como del II'TLV-1 bloqueando la elongacion
del ADN durante [a sintesis de ADN virico. Otros an:ilogos de nucledsido ¢ue inhiben
la replicacion virica son el ddC (didesoxicitidinaj v el ddl (didesoxinosina) que han
sido probados para el caso del VI EI AZT y el ddC pueden inhibir la infectividad
del IITLV-I para células T CD4' in vitro (Matsashita y cols., 1987). Ademads, altas
dosis de AZ'T podria inhibir Ly integracion provirica en un modelo experimental de
leucemia de células T de adulto asociada a IITLV-1 en conejos (Isono y cols., 1990).
Sin embargo, se ha visto que la administracion de AZT a pacientes con

miclopatia/paraparesia espastica tropical no produce mejoria clinica.

Los polisacaridos sulfatados (sulfato de dextrano, sulfato de lentinam) y los no
sulfatados (E-P-LEM, extracto de Lentinus edodes mycelia) tienen actividad antivirica
para VII-1 y para HHTLV-1 in vitro. En este caso se vio que estos polisaciridos

inhiben la infeccion virica libre de células en VIII-1/2 y la formacién de sincitios en
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VIH-1/2 y II'TLV-1 (Tochikura y cols., 1989). Se piensa que estas sustancias
interfieren en la interaccion virus-receptor en los estadios tempranos de la induccion

de la fusion.

La metilacion provirica juega un importante papel en el control de la
transcripcion retrovirica humana (Bednarik y cols., 1987), aviar y murina y también
estd asociado la latencia en virus ADN de tumores. Se ha visto que los aislados

proviricos in vivo estdn hipometilados en las regiones de L'TR y tax.

Paralelamente, las secuencias proviricas en la linea celular MT-4, que es baja
productora de virus, estan fuertemente metiladas. El tratamiento de las células MT-4
con agente hipometilante S-azacitidina resulta en un incremento de la expresion virica
in vitro (Saggioro y cols., 1990). Este estudio sugiere que la metilacion podria
contribuir a la latencia y reducir la expresion virica del HTLV-1.

La miristolacion N-terminal de los precursores gag (Pr55~) del HTLV-1y VIH-
I se piensa que facilita el ensamblaje virico por la asociacion del N-terminal de la
molécula precursora con la parte interna de la bicapa lipidica de las células
infectadas antes de la proteolisis y de la formacion de la cipsida. ElI N-miristoil
glicinal dietilacetal, inhibidor de la proteina N-miristoil transferasa, previene la
miristolacion de la p19= del HFTLV-I (Shoji y cols., 1988). El blogueo de la formacion
de la cdpsida con agentes que impidan la miristolacion podria ser importante en la

prevencion del ensamblaje virico.

El inhibidor de la protein-quinasa 117 bloguea especificamente la acumulacion
de ARNm gag-pol inhibiendo la fostorilacion de rex (Adachi vy cols., 1990). Los
niveles de la proteina gag decrecen sin aparente cambio en los niveles de las proteinas
de la envuelta. Por tanto, la fostorilacion de rex se requiere pura la propia regulacion

de la acumulacion citoplasmatica del ARNm no procesado.

La muerte selectiva de las lineas celulares transformadas por HTLV-1 se puede
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llevar a cabo con un n-pentil eter de damavaricina Fe (DVFc¢), un derivado de
estreptovaricina C (Ito y cols., 1989), Este compuesto actiia incrementando el flujo

de K solo de las células infectadas por HTLV-L

TABLA 1V

Terapia antivirica para H'TLV

Terapia

Mecanismo de accion

Quimica

AZT

Polisaciridos sulfatados y no
sulfatados

N-miristoil glicinal dietiacetil

Inhibidor de la proteina H-7

n-Pentil éter de damavaricina Fe

Suramina

Bioldgica

Interferones alfa, § y gamma

Prostaglandina A

Mutante rex

ARN antisentido

Terapia dirigida hacia el receptor de
I'd IIJ_Z

Inhibe la replicacion virica
bloqueando la elongacion del ADN
Interfiere en la interaccion virus-
receptor

Bloquea la miristolacion de pl9gag
del TV}

Inhibe la ftosforilacion de rex
Elimina las lineas celulares
transformadas por HTLV-1 mediante

la destruccion de kas funciones de la
menmbrana

Inhibe la transcriptasa inversa

Perturban el ensamblaje y la
liberacion de particulas infecciosas
Suprimen la expansion clonal de
celulas infectadas

Inactivacion (ransdominante de by
expresion génica

Bloguea la traduccion de p4Qtax y las
secuencias senales en L'TR necesarias
para la replicacion virica

ARN antisentido

Elimina las ¢¢lulas 1L-2R°
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La suramina, un derivado de urea usado en ¢l tratamiento de la
tripanosomiasis y oncocercosis, puede inhibir la actividad transcriptasa inversa de
varios retrovirus animales y humanos incluyendo VII-1 y HTLV-T (Pesce y cols.,
1987). Bajas concentraciones de suramina podrian reducir la infeccion por HTLV-I
de linfocitos de cordon umbtlical. Sin embargo, los niveles de ARNm virico no se

redujeron en los linfocitos de corddn infectados.

Los interferones (IFN) alfa, I y gamma son capaces de revertir la
inmunosupresion inducida por HTLV-I en cultivos de sangre de cordéon humana
(I’Onofrio y cols., 1990). El IFN- produce un mejoraniiento clinico transitorio en
pacientes con LL'TA (Oka y cols., 1990). Hay estudios en que fa immortalizacion de
PBLs humanos cocultivados con células MT-2 irradiadas letalmente se bloguea en
presencia de IFN-ulta y -0 recombinantes, no obstante, ¢l IFN-gamma recombinante
no bloquea la inmortalizacion ai a altas dosis (Oka y cols., 1992}, Existen dos vias
para las funciones antiviricas de los interferones; la via de la protein-quinasa
dependiente de ARN de doble cadena y Ia via de 1a sintetasa 2°-5’{(An) (Pestka y cols.,
1987). El mecanisno antivirico de estas vias en la traduccion esti bien establecido,
pero es importante saber cémo, los interferones, ejercen su tuncion en las fases
tempranas de la infeccion por HTLV-1. Los posibles mecanismos podrian ser: 1)
cambios en el nimero o distribucion del receptor virico, 2) cambios en la membrana
plasmatica que interrumpen la fusién del virus a la célula, 3) cambios en
compartimentos subcelulares o en el ambiente citosélico que interfieren con la
transcriptasa inversa o con la integracion. Estas acciones de los IFNs indican varias
posibles vias por las gue pueden interrumpir directa o indirectamente en la

replicacion del II'TEV-I (I Onofrio y cols., 1992),
Las prostaglandinas de tipo A (PGA) tienen propiedades anti-proliferativas y
antiviricas. Bloquean la proliferacion de CBL infectados y suprime la proliferacién

de la linea MT-2 transformada por H'TLV-T (I)’Onofrio y cols., 1990).

Se han definido ciertos mutantes rex de II'FLV-T que mantienen la capacidad
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de localizarse en el nucleo celular pero no ticnen fa capacidad de mediar ka expresion
de la proteina env dependiente de rex. Unos plhismidos que levaran genes mutantes
rex transdominantes podrian inhibir competitivamente la funcion de la proteina rex
de tipo salvaje, asi como a rev del VIIH-1, resultando en una inhibicion dosis
dependiente de la expresion de los genes estructurales viricas en células COS
(Bohmlein y cols., 1991). Se ha sugerido que esta forma de represion génica virica
podria ser usada como un inmundgeno intracelular para bloguear la replicacion

virica,

El uso de vectores retroviricos para expresar ARN antisentido codificando
secuencias S’ L'TR esenciales para la expresion génica virica y secuencias codificando
ia region pX correspondiente a a primera kilobase del gen tax de ADNce, Hevan a
reducir signiticativamente la replicacion del II'VL V-1 y Lla inmortalizacion de linfocitos

de cordon (Von Ruden y cols., 1989).

Un anticuerpo monoclonal (anti-Tac) dirigido contra la cadena alfa del receptor
de la IL-2 se ha usado con éxito en el tratamiento de pacientes con LLTA inducido
por HTLV-L. Este anticuerpo es capaz de bloguear la union de la 11.-2 a la cadena
alta de su receptor. El receptor de 11.-2 es una diana util para la terapia mediada por
anticuerpos, porque no se expresa en las células en reposo y si en las células
transtormadas. Otra posible terapia en pacientes con LETA es la atilizacion de una
immunotoxina recombinante consistente en anti-Tac unida a una porcion de la

exotoxina de Pseudomonas (Waldman y cols., 1988; Waldmann y cols., 1991).
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1. Estudio de la prevalencia de la infeccion por HTLYV en: 1) poblacion general
(donantes de sangre), en un pais africano (Guinea Ecuatorial), y en dos paises
europeos (Portugal y Espana), diferenciando entre la infeccion por HTLV-I y
HTLV-II, y 2) poblacion con pricticas de riesgo: adictos a drogas por via

parenteral (ADVP).

2. Estudio de nfeccion por HTLV en patologias culineas relacionadas con

retrovirus; Micosis fungoide.

3. Estudio de las caracteristicas de la transmision del II'VEV en una pareja de

seropositivos a ITTLV y en los miembros de su familia.

4. Andlisis del fenotipo de los posibles virus aislados en las poblaciones estudiadas,
que incluird vn estudio de infeccion a lineas celulares de diferente linaje y un

ensayo de sensibilidad al antivirico zidovudina.

5. Analisis del genotipo de los posibles virus wmslados, con el fin de relacionarlos

con los hasta ahora descritos en otras dreas geogrificas.

6. Estudio la variabilidad genética, tanto in vive como in vitro, de los posibles

aislados.
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1. CASOS ESTUDIADOS

1. Treinta y seis sueros repetidamente positivos para IF'TLV en ELISA procedentes
de Guinea Ecuatorial y 6 muestras de sangre completa del mismo estudio. El
estudio de prevalencia de HTLV-I/1I se realizo en el Centro Hispano-Guineano de
Enfermedades Tropicales (Hsp. Gral. de Malabo) y dirigido por la Cooperacion
Técaica Espaiiola en colaboracion del Instituto de Salud Carlos ITL y el Ministerio
de Sanidad de Guinea-Ecuatorial (Program:a Nacional de Lucha Contra el SIDA)
durante 1990. Se analizaron 1.129 sueros procedentes de donantes (aprox. 70%}),
embarazadas, pacientes con enfermedades de transmision sexual (ETS) vy
tuberculosos. La mayoria proceden de Malabo y Bata, pero también de Ebebiying

y Luba.

2. Trece muestras de suero y sangre heparinizana para conlirmar, procedentes de
un estudio realizado entre Donantes de Sangre de Portugal. El estudio se realizo

a mediados de 1992, Se estudiaron aproximadamente 12.000 sueros.

3. Veintiséis muestras para confirmar, procedentes de un estudio realizado en
Bancos de Sangre de varias Autonomias espaiiolas. El estudio en los Bancos de
Sangre se realizo entre los meses de septiembre y noviembre de 1992, La
distribucion de Jas Autonomias participantes y el nimero de muestras analizadas

por ellos se muestra en la figura 1. Se analizaron 21.921 sueros.
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4. Ciento cuarenta y nueve muestras de sangre completa procedentes de poblacion
adicta a drogas por via parenteral (ADVP) (Patriarca) en Espana. Se recogieron
datos sobre sexo, edad, tiempo de drogadiccion y tipo de droga utihzada, asi como

viajes realizados en los iltimos anos y contactos sexuales con distintas parejas.
5. Cinco muestras de sangre tofal pertenecientes a una misma familia. El hombre
es ADVDP, la mujer es prostituta, no ADVY y seropositiva a II'TLV. Se estudio el
caso de una hija recién nacida y de dos hijos mayores,

6. Dos muestras de sangre completa de individuos ADVP y V11 seropositivos.

7. Veintidés muestras de ADN procedentes de patologias cutineas, micosis

Jungoide.
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2. LINEAS CELULARES

Se han utilizado dos tipos de lineas celulares primarias; linfocitos de sangre
de cordon umbilicai (CBLs) de donante seronegativo a IHTEV-1/1T y a VIH-1/2 y
linfocitos de sangre periférica (PBLs) de donante seronegativo a HTLV-I/IL y a

VIIiI-1/2.

Las lineas celulares establecidas utilizadas han sido MT-2 (linea linfoide
CD4' [Miyoshi y cols.,1982] e infectadas por HTLV-1; cedidas por el Dr.
D.D.Richman.), C3/44 Mo (linea linfoide infectada por IHTLV-1I);, MOLT-3
(linfoide), HuT-78 (linfoma cutineo de células ‘I' [Popovic ¥y cols., 1984]), CEM
(linfoide), Raji (linfoma de Burkitt), U937-2 (linfonra histiocitico [Sundstrom y
Nilsson, 1976]), THP-1 (hinfoma histiocitico) y IHL-60 (linfoide).

3. ESTUDIO SEROLOGICO

3.1 Ensayo inmunoenzim:itico (ELISA)

Para la deteccion de anticuerpos especiticos se empleo un  ensayo
inmunoenzintatico (Abbott 1111, V-1 E1A; Abbott Laboratories). Una dilucion 1/40
de los sueros se incubd con una estera rodeada de antigeno procedente de un

lisadoe virico de {ITLV-1 de ka linea celular HUT-102.82 durante 1 h. a 40°C,

Después de un lavado y de otra incubacion con anticuerpos IgG de cabra
anti-humano conjugados con peroxidasa durante 30 min. a 40"C, se aiade una

solucion con OPD (o-fenildiamina) y se incubd durante 30 min. a 'TA, parindose
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la reaccion con acido sullfdrico T N. Los resultados se analizaron en un
espectofotometro  (Shimadzu} a 492 mu. El ensayo se realizd segdun  las

instrucciones del fabricante.

3.2 Inmunofluorescencia indirecta (IF1)

Yara la deteccion de anticuerpos anti-IITLYV se utilizaron células M'T-2
(infectadas por H'TLV-1) vy Hu'T-78 (no infectadas) mezeladas en una relacion 1:3.
Se lavaron tres veces en solucion salina tamponada con fosfatos (PBS: NaCl 137
mM, KCI12.5 mM, Na PO, 8.1 mM, KHL,PO, pll 7.4) y se sembraron 107 ¢células
en cada pocillo de un portaobjetos de inmunofluorescencia. 'Fras dejar secar al

aire, se fijo en metanof:acetona (1:1; Merck) durante 10 min. a -20°C.

Kl criterio de interpretacion utilizado es el siguiente:

Positivo Fluorescencia en un 25% de las
colulas como maximo. K] porcentaje
puede disminuir si el titulo del

suero es bajo.

Negativo No se observa fluorescencia
Reaccion inespecifica Porcentaje de Nluorescencia superior
al 2589

El inmunoensavo se realizo anadiendo o cada pocille 10 gl de dilerentes
diluciones de los sueros a analizar, incubandose a 37°C durante 30 min. en cimara
hameda. El portaobjetos se lavo tres veces en PBS y se aiadié por pocillo 10 pl

de una dilucion 1/20 de anticuerpo de cabra anti-1gG humana marcada con

Materiales v Métodos 45



isotiocianato de fluoresceina (GAH-FITC, Behring), incubandolo durante 30 min,
a 37°C en cimara hiameda. El portaobjetos se lavd tres veces en PBS y se tind con
un 1% de azul de Kvans en PBS. El portaobjetos se monté con una solucion de
glicerina en PBS (90% v/v). La visualizacion de la fluorescencia se realizé

mediante un microscopio optico de epifluorescencia (Nikon).

3.3 Western blot (WB)

Se han utilizado dos tipos diferentes de equipos de WB (Diagnostic
Biotechnology). Il primero es un WB HTLV-I especifico porque anade al lisado
virico total una proteina recombinante especifica de lI'l‘LV-l (rgp461) y una
recombinante especilica de HTLV-l y IITLV-11 (rgp2l) (WB-plus). El segundo
incorpora una proteina recombinante especifica de HTLV-1 (MTA-1, env), una
proteina recombinante especifica de II'TLV-II (KS5, env), una proteina

recombinante especifica de HTLV-1 y HTLV-11 (rgp21) ¥ un control de IgG (WB-

v3).
Los criterios de interpretacion adoptados por los fabricantes son Jos
siguientes:
Wh-plus

Positivo HTLV-I Reactividad en bandas gag (p19 6
p24), en bandas env (gp46 o rgp4d6l)
yoen la banda rgp 21

Sospechoso HTLV-]11 Reactividad al menos en las bandas
p24 v rgp2l. Negatividad en la banda
regp46l

Negativo No aparecen bandas

Indeterminado Algunas bandas presentes
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WB-v3

Positive H'TL.V-1 Reactividad en bandas gag (pl19 o
p24), env (ppd46 6 MTA-1) y en la
banda rgp2l

Positivo H'TLV-11 Reactividad en gag (p24) y env (K55)
y en a banda rgp2l

Negativo ITTLV-1/11 No aparecen bandas

Indeterminado Algunas bandas presentes

Las tiras de nitrocelulosa se incubaron durante toda la noche con una
dilucién 1/100 de los sueros. Después de lavarlas y de una segunda incubacion con
anticuerpos 1gG de cabra anti-humano conjugados con fosfatasa alealina, las tiras
se expusieron a BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfostato) y NBT (nitroblue
tetrazolium) para su revelado. Il método se realizé segun las indicaciones del

fabricante.

4. CULTIVOS CELULARES

4.1 Subcultivos celulares

Las lineas celulares se crecieron en medio RPMI 1640 (Flow) suplementado
con un 10% de suero bovino fetal (SBY; Gibeo), 2 mM de L-glutamina (Flow), 100
pg/ml de penicilina {Sigma), 100 pg/ml de estreptomicina (Sigma) y 0.5% de
tilosina (Flow). Se cultivaron a 37°C, con un 5% de CO, y un 95% de humedad.
Fueron mantenidas a una concentracion de 0.5-1x10° céls/ml, renovando con
medio fresco cada 2-3 dias. La viabilidad de los cultivos se determiné por tincién

con azul tripano.
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Las células se guardaron congeladas en unitrdgeno  liguido a una
concentracion de 5x10° céls/ml en medio completo suplementado con un 20% de

SBF y un 10% de DMSO (Merck).

4.2 Purificacion de los linfocitos

La sangre periférica o de cordéon umbilical completa heparinizada se
centrifugo en un gradiente de densidad (Lymphoprep; Nycomed, Pharma) a 1.400
rpm durante 15 min. En la interfase se localizan los linfocitos mientras los
eritrocitos sedimentan. Una vez recogidos los linfocitos, se lavaron en PBS dos
veces y se cultivaron en medio completo suplementado con un 1% de SBF y 2.5

pg/mil de fitohemaglutinina-P (PHA-P; Difco) durante 3 dias para su activacion,

4.3 Crecimiento del virus

Los hnfocitos de sangre periférica (PBLs) de casos seropositivos o
indeterminados se cocultivaron con PBLs 0 CBLs de donante preestimulados en
una relacion 1:4. El cultivo se mantuvo hasta la aparicion de transformacion

celular y deteccion de antigeno p24 soluble.

El crecimiento del virus en otras lineas celulares se realizé por cocultivo,
con un tratamiento previo de los PBLs infectados con 100 gg/ml de mitomicina-C

(MMC; Sigma) durante 30 min. para impedir la division celular de éstas.
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5. DETECCION DEL VIRUS

5.1 Inmunofluorescencia (1K)

Para ver la expresion de antigeno especifico en la superficie celular se
realizé una IFI de la misma manera que se ha descrito anteriormente, con algunas
modificaciones. Las c¢élulas a estudiar son las sembradas y se utilizaron sueros
seropositivos a IFTLV-1/I1 o anticuerpos monoclonales de raton anti-p24, -19 o -

gpd6 de HTLV-J/II (Chemicon y Biosoft) .

En el caso de utilizar anticuerpos monoclonales, se ulilizo posteriormente
un anticuerpo de cabra anti-IgG de raton, conjugado con isotiocianato de

Muoresceina (GAM-FITC: Behring).

5.2 Amplificacion del material genético (PCR)

Extraccion del ADN

El ADN celular (10° ¢éls/100 pl) fue extraido tratando las células con Tris
10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, NaCl 0,15 M, proteinasa K (Merk) 200 pg/ml y
0.5% de SDS (Boehringer Mannheim) durante 60 min a 65'C’ y posteriormente
toda la noche a 37°C. Después, se anadié un volumen de Tris 10 mM pll 7.5,
EFDTA 10 mM, NaCl 0.65 miM y se realizaron tres extracciones con
fenol:clorolormo:isoamilico (25:24:1) y una extraccion con cloroformo:isoamilico
{24:1}. El ADN se precipito con 2,5 volimenes de etanol a -70°C durante 30 min.
Se centrifugd a 13.000 rpm durante IS min. a 4°C y se resuspendio en TlE (Tris-
HCT 10 mM plE 7.5, EDTA L mM. La medida de la concentracion de ADN se

realizd por espectrofotometria a 260 nm,
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Reaccion de amplificacion de ADN

Aproximadamente se utilizo 1 pg de ADN celular por cada reaccion de
amplificacion que contiene KC1 50 mM, Tris-11C1 10 mM pll 8.3, MgCl, 1-1.5
mM, 1.75 u de Tag DNA polimerasa (Perkin-Elmer Cetus), 125 pM de cada uno
de los dANTP (Pharmacia), 100 pg/ml de gelatina y 130 ng de cada uno de los

oligonucledtidos iniciadores (Biosynthesis) en un volumen final de 50 pl.

Los oligonucleotidos iniciadores empleados, excepto SKi11, SK110, PCO4
y GH20 (Perkin-Elmer), fueron seleccionados usando la secuencia completa de
ADN de HTLV-I (Seiki y cols., 1983) y de HTLV-II (Slumotohne y cols., 1985).
TFueron sintetizados por el servicio de Microscopia Electronica del CNMVIS

(Instituto de Salud Carlos 11I) ¥ por Biosynthesis y se detallan en la tabla L.

Utilizando un termociclador de ADN (Pevkin-Elmer Cetus) la mezcka fue
previamente desnaturalizada 5 min. a 94°C, a continuacion se realizaron 35 ciclos
de 20 seg. a 94°C, 45 seg. a S0-55°C y 30 seg. a 72°C y una extension final de §
min. a 72°C. El ADN amplificado se analizé por electroforesis en gel de

poliacrilamida al 5% en TBE (Tris 90 mM, acido borico 89 mM, EDTA 10 mM).

Los productos de PCR se analizzron mezclando 5 pl de cada producto de
reaccion con 3 gl de solucion de carga vy realizando una electroforésis en gel de
poliacrilamida al 6% (PAGE). Después de la electroforésis, los productos se
visuahizaron por tincion del gel con bromuro de etidio (Stratagene). EI marcador

de peso molecular wtilizado fue pX174 Hhinf 1 (Stratagene).
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TABLA I

Oligonucledstidos empleados para la amplificacion de ADN

Nombre Secuencia {5°-37} Virus Tamado Gen Posicion
frag.{pb)

12p1 GCCTTCATGTATGGGTAGACACCTT HTLV N pol 4525-1549
(HTLY 1)

2 GTGGTGGATTTGCCATCGGGTTTY HTLV-A 398 pol 4920-4897
(HTLVAD

1P1 AGCCATCICAGCTACCCAAAAGAGA HTLV-I pol 4556-4580

2p3 CGCATCAAGCATICTACCCA HILV b pol 4711-4730

12P5 TGGTTGATTGTCCATAGGGCT HILY-M 318 (HTLV-1) pol 48734853
161 (HTLV 1D [HTLV-D

1 sonde CCATACAACCCCACCAGCTCAG HTLV 1M po! 4735 47586
IHFLV-H)

12E3 GACCACCAACACCATGGG HTEV-I{I env 5167-5184
{HTLV-I)

12E4 GCTAGGGCGGAGACAAGCC IR 944 env 6141-6123
(HTLV-ID

1E8 TCAAGAAGTTTCACACCTCAAT HTLVI eny 5607-5628

1EB GATTTCCAIGGTATAGAGGGUTG HILV 198 env LBO-L B2

1E7 sonda TCGGTATTAAGGAACCAGATGGGGT HTLV-I eny 57175693

8 CAGCCAAGTGTCCCTTLGA HILVAI env 56026620

9 ATTIGAGTATTTTGGICG HTLV Ik 703 env 5804-5787

14 sonda ATCCTTTATGGTTCATCACCTCAGA HYLV-I env 5679-5703

gagl GTCAGGUCTGGACCCCCAAAGAC HTLV-I goy 17971819

gog? GAGGGCATCCTCCTCTGGCTCTIG HTLV -l 236 gog 20322010

gngd ACCAAAGTGITAGTITGTCCAGCCT HTLW-I gag 18231846

gnghs TGGGATAGTGGGCI ITAGGCGGG HTLV | 183 gny 2005-1983

2x1 AGGGGGAGGCACACCAGATGT LV tax/rex 7106-7126

2x3 GGGGTGTIGCTTTCGCATTGAT HILV-H 445 tox/rex 7550-7630

2x6 CATCGACATGCCCTCCTGGE HILV-II 1ax/rex 7330-7349

2x4 CAGGTGGAACCTTGGGGGAGAC HILV-H 189 taxirex 7519.7498

PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACE &-Globing 54.73

GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 268 B-Globing 195-176
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Southern blot, marcaje de sondas e hibridacién

El ADN amplificado fue fraccionado por electroforésis en gel de agarosa.
Después de una desnaturalizacion alcalina (NaCl 1.5 M, NaOIll 0.5 M) y una
neutralizacion (Tris-IIC1 1 M, NaCl 1.5 M), el ADN ftue transferido por

capilaridad a2 una membrana de nylon.

Las sondas especificas (100 ng) fueron marcadas utilizando gamma-ATP-"P
y ka enzima polinucledtido kinasa de T4 en Tris-HCH 50 mM plk 7.4, MgClL, 10
mM, DTT 5 mM y espermidina ¢.I mM durante 45 min, a 37°C. La sonda se

purifico mediante una columna de Sephadex (-25.

Las membranas fueron hibridadas con las sondas especificas marcadas en
solucion de citrato sodico (SSC) 6x (1x: NaCl 150 mM; citrato sédico 15 mM),
denhart 5x (100x: ficoll 2%, pohvinilpirrolidona 2%, BSA 2%), SDS 0.2% y 50
pg/ml de ADN de esperma de salmoén durante toda la noche a 45°C. Las
membranas tueron lavadas con SSC 2x ¥ SDS 0.1% durante 20 min. a 45°C y
expuestas a una pelicula de rayos-X (Kodak) con pantallas amplificadoras

(Dupont).

Para la hibridacion liquida, 10 gl de cada reaccion de PCR fue mezclada
con 100 ng de sonda especifica marcada con gamma-ATP-"P. Después de una
desnaturalizacion a 94'C durante 10 min., la mezcla se incubé a 56°C durante 30
min. Se recogieron 5 ul v se mezclaron con 5 pl de solucion de carga y se sometio
a una PAGI al 6%. El gel se secé en homba de vacio y se expuso a una pelicula

de rayos-X durante 8-16 h.
5.3 Deteccion de antigeno p24 soluble en sobrenadante de cultivos
El antigeno p24 de ITTLV-I/H se detectd en el sobrenadante de los cultivos

mediante un ensayo inmunoenzinmitico (Coulter IFFLV-LIT Ag Assay). Kl ensayo

se realizo segun las instrucciones del fabricante.
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‘Tras wna incubacion del sobremadante en un pocillo cublerto por un
anticuerpo monoclonal de raton anti-p24 de ITTLV-I/IT de 2 h a 37°C, se lavo y
se anadieron anticuerpos anti-lIITLV-I/I1 humanos biotinilados. Tras una
incubacion de 1 h a 37°C, se anadio estreptavidina conjugada con peroxidasa de
riabano picante (SA-HRPQ), incubandose durante 30 min. a 37'C. Kl desarrollo
del color se realizé anadiendo perdxido de hidrogeno (11,0,) en presencia del
cromogeno  tetrametilbenzidina  (FMB). K1 amailisis  se realizéo en un

espectrofotémetro a una longitud de onda de 450 nm.

5.4 Secuenciacion

La secuenciacion del ADN amplificado por PCR se realizé mediante una
PCR asimétrica en cuatro reacciones paralelas (14 gl de volumen final/reaccion)
conteniendo KCI 50 mM, Tris 10 mM pll 8.3, MgCl, 2 mM, 2 u de Tag DNA
polimerasa (Perkm-Elmer Cetus), 12.5 gM de cada dNTP (Pharnucia), 0.5 pg de
un unico vligonucledtido iniciador, 10 pCi de alfa-dCTP-" (Amersham), | ul del
ADN amplificado previamente y un ddNTP (Pharmacia) por reaccion en las
concentraciones siguientes: ddG'TP 160 uM, ddA'TT vy dd'TTP 500 M y ddCTP
800 pM (Ruano y Kidd, 1991) . Los ciclos fueron los mismos a los empleados para

la realizacion de la PCR.

La secuencia se analizo por electrolorésis en gel de poliacrilamida al 6%
y urea 7 M (Boehringer Mannheim) a 65 w durante 2-6 h. El gel secado en bomba

de vacio se expuso a una pelicula de rayos-X (Kodak) a TA durante toda la noche.
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6. SENSIBILIDAD A ANTIVIRICOS

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos (Costar), poniendo en cada
pocillo 75.000 céls. en un tota] de 200 gb El ensayo se realiza por duplicado sin
y con 5 y 10 mM del antivirico zidovudina (ZDV; Wellcome). Diaramente,
darante 13 dias, se vetivan 175 gl de medio de cada pocillo, conserviandose a una
temiperatura de -70°C hasta su uso, y se anade medio nuevo sin y con antivirico.
Cada dos dias se recogen 10 pl de medio resuspendido para valorar la viabilidad
de los cultivos. Los sobrenadantes recogidos los dias 4, 7 y 13 se estudian para la

deteccion de antigeno p24 soluble.
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Deteccion simultinea de los retrovirus HTLYV de tipo 1 y tipo 11

por PCR-simple y diferenciacion por PCR-anidada

1. Especilicidad de los sistemtas pol y env

Estos dos sistemas detectan simultaneamente los virus II'TLV-1 y HYLV-H
en una PCR-simple y discriminan entre ambas infecciones mediante una segunda
PCR o PCR-anidada. La pareja de oligonucledtidos empleada en el sistema pol
para la PCR-simple es 12P1/SK111. Esta pareja amplifica una region del gen pol
de ambos virus, II'TLV-l1 y HTLV-1I, simultineamente. La PCR-anidada,
utilizando los oligonucledtidos 2P3/1P1/12P5, v en una sola reaccion, diferenciara
el genoma del HTL V-1 del genoma del HTLV-1I (ver secuencia de oligonucleotidos

en Materiales y Métodos).

En el sistema env se emplea la pareja 121863/§2K4 para la realizacion de la
PCR-simple, que también amplifica para ambos virus simultineamente. La
posterior tipificacion de los virus se realiza mediante dos PCR-anidadas por
separado. Una utiliza oligonucleotidos especificos para amplificar solamente
genoma del HH'TLV-1, pareja 1E8/1E5, v la otra utiliza oligonucledtidos especificos
para amplificar solamente genoma del HTLV-H, pareja 8/9. Los resultados del
ajuste de la concentracion de MgCl, para obtener la méixima especificidad en las
reacciones de amplilicacion, se presentan en la figura I, Como ADN especificos
viricos hemos empleado el ADN de las lineas celulares M'T-2 (infectada por
HTLV-I) y C3/44 Mo (infectada por HTLV-II). Como control negativo se utilizé
el ADN de [a linea celular Hut-78 (no infectada), asi como una reaccion de PCR
sin anadir ADN con el fin de poder detectar posibles contaminaciones debidas a
la manipulacion de las muestras. Primero se realizo el ajuste de la concentracion

de MgCl, con una temperatura de hibridacion fijada a 50°C' para cada una de las

Resultados | 5o



parejas de oligonucledtidos utilizados. Las concentraciones utilizadas fueron de 1,
1.5, 2 y 2.5 mM. Para cada concentracion se realizaron cuatro reacciones en
paralelo, ta primera con 50 ng de ADN de la linea MT-2 nuis 1 pg de ADN de la
linea Hut-78. La segunda con 50 ng de ADN de la linea C3/44 Mo mis 1 pg de
ADN de la linea Hu'F-78. La tercera con I pg de ADN de la linea Hut-78 y la
cuarta sin ADN. En la figura 1 solo se muestra el resultado de la tercera v cuarta
reaccion realizada a una concentracion de [.5 mM de MgCl, y 50°C de
temperatura de hibridacion, los resultados en las otras concentraciones fueron

similares a Jos obtenidos para la concentracion mostrada en la figura 1.

Para el sistema pol, parejas 12P1/SKILIL, 2PV IPH/I2P5 y 8/9, la mejor
amplificacion se logré con una concentracion de 1.5 mM de MgCl,. Para
12E3/12E4 y 1E8/1ES la concentracion optima fue de 2 mM de MgCl,. Fijando
la concentracion de MgCl, optima para cada pareja, se realizo el ajuste de la
temperatura de hibridacion de los oligonucledtidos. Las temperaturas a ensayar
fueron 45, 50, 55 y 60°C (Figura 1}. En general, se observa una disminuciéon en
la amplificacion a medida que aumenta ka temperatura. Por otro lado, a bajas
temperaturas aparecen algunas bandas inespecificas. Por tanto, consideramos la
temperatura de 50°C como la de mayor especificidad para las cinco parejas de
oligonucleotidos. Cada ensayo se ha realizado al inenos dos veces y por
duplicado. La tabla I recoge 1a concentracion y temperatura elegidas para cada

pareja de oligonucledtidos.

TABLA I

Concentracion de MgCl, y temperatura de hibridacion
optimos para cada pareja de oligonucledtidos

J [MgCL] (mM) T4 (°C)

12PL/SKI1L i.5 50
2P3/1P1/12P5 1.5 50
12K3/1214 2 50
1E8/1ES 2 50
8/9 1.5 50
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2. Sensibilidad de los sistemas pol y env

Después de fijar las variables anteriores, realizamos un ensayo de
sensibilidad para los dos tipos de sistentas, con el fin de determinar la cantidad
minima de ADN especifico detectable mediante este sistema de PCR. Para cada
sistema se realizan dos reacciones de PCR, la segunda empleando oligonucledtidos
localizados internamente en relacion a los empleados en la primera reaccion de
PCR (PCR-anidada). Las cantidades de ADN de las lineas celulares infectadas
(MT-2 y C3/44) utilizadas en los ensayos han sido: 10 ng, 1 ng, (.1 ng, 50 pg, 25
pe, 5 pg, 1.5 pg y | pg. Los resultados de seasibilidad de los dos sistemas y
referidos a la PCR-simple, s¢ muestran en la figura 2. Los resultados se obtienen
por visualizacion directa del gel tenido con EtBr y por hibridacion liquida,

utilizando sondas especificas marcadas radiactivamente,

IZn el sistema pol, empleando las pareja 12P1/SK 111, podemos detectar una
banda especifica de 398 pb con 0.1 ng de ADN de MT-2 y con 1 ng de ADN de
C3/44 en el gel tenido. Después de la hibridacion con la sonda 1, detectamos la
banda especifica con 50 pg de ADN de MT-2 y con 0.1 ng de ADN de C3/44. No
se detecta ninguna banda en los controles utilizados. En la PCR-anidada,
oligonucledtidos 2P3/1P1/12P5, podemos observar una banda especitica de 318 pb
con 1.5 pg de ADN de MT-2 y una banda de 161 pb con 5 pg de ADN de C3/44.
La hibridacién con la sonda 1 no muestra mayor sensibilidad que la observada en

el gel.

En el sistema env, empleando la pareja 12K3/12k4, detectamos una banda
especifica de 987 pb con 1 ng de ADN de MT-2 y una banda de 975 pb con 0.1 ng
de ADN de C3/44. La hibridacion con las sondas 1E7 y 10, nos muestra una
banda de 987 pb con 0.1 ng de ADN de M'T-2 v una banda de 975 pb con (.1 ng
de ADN de C3¥/44. En la PCR-anidada utilizando los oligonucleétidos 1E8/1ES,
especificos para HTLV-1, detectamos una banda de 198 pb con 5 pg de ADN de

MT-2 en gel v con 1.5 pg después de la hibridacion con la sonda 1E7. No se
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observan bandas especificas utilizando la reaccion de 10 ng de ADN de C3/44 de
la PCR-simple. La PCR-anidada con los oligonucleitidos 8/9, especificos para
IITLV-I, muestra una banda especifica de 203 pb con 5 pg de ADN de C3/44 y
con 1.5 pg después de la hibridacion con [a sonda 10. Asimismo, no se observa
banda especifica utilizando la reacciéon de 10 ng de ADN de M'T-2 atilizada en la

PCR-simple.

3. Especificidad y sensibilidad

de los sistemas gag y tax/rex

Utilizamos un sistema especifico para la amplificacion del gen gag del
IITLV-IL, oligonucledtidos gagl/gap2 y gagd/gags, y del gen tax/rex del HTLV-1I,
oligonucledtidos 2x1/2x3 y 2x6/2x4. Los ensayos realizados para obtener la
m:ixima especificidad fueron realizados de la misma forma que para los sistemas

pol y env.

La figura 3 muestra los resultados en el sistema gag, especifico de IHI'TLV-1.
La concentracion de MgCl, optimo para las parejas gagl/gag2 y gagd/gags es de
2.5 mM. La temperatura de hibridacion que produce mayor amplificacién sin la
aparicion de bandas inespecificas es de 50°C para la pareja gagl/gag2 y de 45-
50°C para gagd/gag5. El resultado miis 6ptimo de concentracion de MgCl, y de

temperatura de hibridacion para cada sistema se esquematizan en la tabla 11,

La PCR-simple, utilizando gagl/gag2, detecta una banda de 236 pb con 50
pg de ADN de M'T-2, mientras que la PCR-anidada, utilizando gagd/gag5, detecta
una banda especifica de 183 pb con 5 pg de ADN de MT-2. En ningin caso se

detecta amplificacion utilizando ADN de (C3/44 6 1TIuT-78.
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Figura 3
Especificidad y sensibilidad del sistema gag, especifico para HTLV-I

Las imégenes de la izquierda representan las distintas concentraciones de MgCl, y temperaturas de hibridacién
en el ajuste de la especificidad. Las imdgenes de la derecha representan el grado de sensibilidad de la PCR-
simple y de la PCR-anidada. En este ensayo se emple6 1 ug de HuT-78 mas: 1, 10 ng; 2, 1 ng; 3, 0.1 ng; 4,
50 pg; S, 25 pg; 6, S pg; 7, 1.5 pg; 8, 1 pg de ADN de MT-2. Como controles se empleé ADN de C3/44 y HuT-

78. El peso molecular de las bandas especificas se sefialan a la izquierda y las bandas del marcador PX-174 Hif-
I a la derecha.

-
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tax/rex (HTLV-II)
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Figura 4

Especificidad y sensibilidad del sistema tax/rex, especifico para HTLV-II

Las im4genes de Ia izquierda representan las distintas concentraciones de MgCl, y temperaturas de hibridacién
en el ajuste de la especificidad. Las imdgenes de la derecha representan el grado de sensibilidad de la PCR-
simple y de la PCR-anidada. En este ensayo se emple6 1 pg de HuT-78 mds: 1, 10 ng; 2, 1 ng; 3, 0.1 ng; 4,
50 pg; 5, 25 pg; 6, 5 pg; 7, 1.5 pg; 8, 1 pg de ADN de C3/44. Como controles se empleé ADN de MT-2 y HuT-
78. El peso molecular de las bandas especificas se sefialan a la izquierda y las bandas del marcador PX-174 Hif-

I a la derecha.
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Tabla I

Concentracion de MgCl, y temperatura de hibridacion
optimos para cada pareja de oligonucledtidos

[MgCL} (mM) T2 ("C)
gagl/gap?2 2.5 50
gagd/gagd 2.5 45-50)
2x1/2x3 1 55
2x6/2x4 2 45

La figura 4 muestra los resultados del sistema tax/rex, especifico de HHTLV-
II. La concentracion optima se ha fijado en 1 mM para 2x1/2x3 y 2 mM para
2x6/2x4. La temperatura de hibridacion que produce mayor amplificacion es 55°C

para 2x1/2x3 y 45°C para 2x6/2x4.

La PCR-simple, utilizando 2x1/2x3, detecta una banda de 445 pb con 50 pg
de ADN de C3/44, mientras que la PCR-anidada, utilizando 2x6/2x4, detecta una
banda especifica de 189 pb con 5 pg de ADN de C3/44. En ningiin caso se detecto
amplificacion utilizando ADN de MT-2 6 1Ju1-78.
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Deteccion simultanea de los retrovirus HTLYV de tipo 1y tipo 11

por PCR-simple y discriminacion por PCR-anidada

Ernrova y el IFFLV-II presentan un 65% de homologia de secuencia en

nucledtidos y un 70% de secuencia de aminodcidos, lo que hace que existan
reactividades cruzadas en algunos ensayos serologicos. Debido a esto, hasta que
aparecieron los  primeros ensayos serologicos incorporando  proteinas
recombinantes (aproximadamente en 1992), no se podia diferenciar una infeccion
por HTLV-I de una producida por I'TLV-IL. La unica forma de diferenciar
dichas infecciones habia que buscarla en técnicas moleculares, como el southern
blot. No obstante, debido al hajo mimero de linfocitos infectados en los individuos
infectados por HTLV, esta técnica no era capaz de detectar el poco dcido nucleico

presente.

Fue con la aparicion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
cuando se pudo diferenciar, sin problemas de cantidad de dcido nucleico
disponible, los dos tipos de infeccion. La PCR es de gran ayuda en casos de
seroindeterminados o de individuos seronegativos con factores de riesgo para la
infeccion por II'TLV. También es bl en los estudios de transmision vertical,
donde el estudio serologico del neonato podria no ser un indicativo relevante de

nfeccion.

Para poder realizar el diagndstico de infeccion por H'TLV-I/II mediante la
deteccion de ADN virico utilizando la técnica de PCR, ha sido necesario ajustar
algunas variables de la téenica para poder obtener los mejores resultados posibles.
Iista puesta a punto de la téenica se ha realizado para cada pare de oligonucledtidos
iniciadores (cebadores) utilizado en cada reaccion, Hemos elegido dos sistemas de
amplificacion para realizar el estudio inicial de diagnostico de infeccion por
HTLV-I/II. Estos dos sistemas principales amplifican zonas especificas y

conservadas de los genes pol y env. Ademiis de los ensayos previos de ajuste de fa
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concentraciin de CIMg, y de la temperatura de hibridacion adecuada para ofrecer
la mdxima especificidad y mayor amplificacion, se realizaron ensayos de
sensibilidad con el fin de saber gqué cantidad de ADN virico es la minima

detectable por dicha técnica.

Realizamos una PCR-simple en los sistemas pol y env, que amplifican
simultineamente regiones del I'TLV-1 y del HTLV-Il. Lsta PCR-simple ha
permitido detectar, mediante hibridacion con sondas especificas marcadas
radiactivamente, hasta 50 pg de ADN de la linea celular M'1-2 (infectada por
HTLV-I) ¥ S ng de ADN de la linea celular C3/44 Mo (infectada por 1HI'TLV-II) en
el sistema pol, con fa maxima especificidad. ¥l sistema env puede detectar .1 ng

de ADN de la linea MT-2 y 0.1 ng de ADN de la linea C3/44 Mo.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del ensayo a la vez que diferenciar
ambos tipos de virus, se ha llevado a cabo una segunda PCR utilizando el
producto generado en la PCR-simple. Iste tipo de PCR se denomina PCR-anidada
y utiliza oligonucledtidos localizados internamente a los utilizados en la PCR-
simple. En el sistema pol utilizamos tres oligonucledtidos en la misma reaccion.
Uno de ellos presenta una secuencia que le perniite reconocer su secuencia
homdéloga tanto en el II'TLV-1 como en el IHITLV-H; otro es especitico para HTLV-
1y el altimo lo es para ITTLV-11. Con este sistema podemos diferenciar en una
sola reaccidn los dos tipos de virus, puesto que los productos generados si fuera
II'TLV-1 o IITLV-II tienen una longitud lo suficientemente distintas como para ser
diferenciados claramente. kKn este caso, si es un genoma de HTLV-1, el producto
generado es de 318 ph, mientras que si es HTLV-11, el producto tiene una longitud
de 161 pb. Con este sistema y empleando sondas marcadas, podemos detectar 1.5
pg de ADN de la linea celular MT-2 (HTLV-1} ¥ 5 pg de ADN de la linea celular
C3/44 Mo (IITLV-II).

Con el sistema env de PCR-anidada se opto por la realizacion de dos
reacciones por separado, una especifica para IFFLV-1 y otra para HTLV-IL. En

el primer caso pudimos detectar 5 pg de ADN de Ia linea celular MT-2 y en el
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segundo detectamos 5 pg de ADN de la linea celular C3/44.

Como dijimos en Resultados 1, los ensayos han sido realizados hasta tres

veces y por duplicado, con el tin de comprobar Ly repetibilidad de los resultados.

Comparando tos resultados obtenidos directamente del gel tenido con los
conseguidos utifizando sondas marcadas radiactivamente, se comprueba que el uso
de sondas aumenta la sensibilidad del ensayo unas 10 veces cuando se realiza la
PCR-simple, sin embargoe, en la PCR-anidada hemos comprobade que este
incremento de sensibilidad disminuye hasta ser de 3 veces. Una comparacion
realizada entre el grado de sensibilidad alcanzado por 1a PCR-simple y el
alcanzado por la PCR-anidada, nos muestra que, sim L utibzacion de sondas
radiactivas, la PCR-anidada aumenta ka sensibilidad hasta 200 veces. Este enorme
aumento de la sensibilidad permite a la PCR ser una téenica de gran ayuda en los

casos en que la disponibilidad de dcido nucleico sea escasa.

Ademis de los sistemas pol v env, disenamos otros dos sistemas de
amplificacion. Un sistema gag, especifico para HTLV-I y un sistema tax/rex,
especilico para II'TLV-11. Se hicieron las mismas pruebas de especificidad y de

sensibilidad que para los sistemas pol vy env.

La PCR-simple en el sistema gag, alcanza a detectar, sin la vtilizacion de
sondas marcadas, 50 pg de ADN de Ta linea celular MT-2, nuentras gue la PCR-
anidada detecta 1.5 pg de este ADN. La PCR-simple en el sistema tax/rex, detecta
50 pg de ADN de Ia linea celular C3/44 Mo, mientras que la PCR-anidada detecta
1.5 pg.

El criterio adoptado para la interpretacion de resultados ha sido el
siguiente: i) una muestra se considera positiva cuando existe amplificacion en las
PCR-anidadas de los dos sistemas (pol ¥ env). Este resultado final clasitica el tipo
de infeccion en HTLV-T o HTLV-II. Cada muestra se realiza por duplicado,

teniendo que comcidir antbos resultados. b) El resultado se considera negativo
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cuando no se detecta amplificacion en las PCR-anidadas de ambos sistemas. ¢) El

resultado se considera indeterminado cuando solo hay amplificacion en una de las

PCR-anidadas de los sistemas y se reproduce ¢l mismo resultado en la muestra

repetida. En este caso, se utilizan otras regiones del genoma virico: sistemas gag

(HTLV-H y tax/rex

el resultado global es positivo, pero si el

(H'TLV-11). Si e} resultado de esta PCR-anidada es positiva,

resultado es negativo, queda como

indeterminado y a la espera de realizar una segunda prueba en una nueva muestra

del caso en estudio.

La figura 1, representa los criterios de interpretacion de los resultados por

PCR.
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Diagnostico de infeccion por HTLV-1/11




1. Estudio en muestras

de Guinea Ecuatorial

1.1 Estudio serologico

Se ha realizado la deteccion de anticuerpos frente a HTLV-I/II a 1.129
sueros procedentes de poblacion, mayoritariamente donantes de sangre, de Guinea
Ecuatorial. Los resultados obtenidos por el ensayvo de ELISA, se muestran en la
figura 1. Treinta y seis sueros fueron repetidamente positivos (D.O./cut off mayor
de 1). L.os 36 sueros positivos en ELISA fueron analizados por IFI y WB-v3 para
su confirmacién y los resultados, agrupados segun su valor creciente en ELISA
(D.O./eut off), se muestran en kv tabla 1. Por KL, se confirmaron como positivos
11 sueros, 24 resultaron con reacciones mespecificas v 1 fue negativo. K1 WB-v3
confirmo 8 sueros y el resto los clasifico como indeterminados. Kl criterio de

inferpretacion del WB-v3, se detalla en Materiales y Métodos.
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TABLA |
Estudio de muestras de Guinea Ecuatorial

M 1A 1¥1 rgp2l ply p24 p2é p2¥ p32 pie gpdo pS3 MTA-I K55 Resul.
wi-v3

RITH 101 Rl 2 : ] 1 2 4 | 1 1 i )] £ lad
512 1.(H 1’1 0 1 ] 2 1] 1 ] [ 4 " )] Tl
Ty 162 i {1 4 i 2 4 2 2 0 3 1} {) HTT
1157 1.02 rI ( 2 ki 2 2 | 1 i} 4 0 0 Tl
470 1.03 ~ 0 3 0 2 2 1 1 [ M 0 0 Tl
222 1.03 14 1 3 1} 2 2 1 | 1L 2 ] {) End
741 E. I8 Rl 1] 4 0 3 4 1 2 Q0 2 ] 1 End
170 1.18 Rl 1 4 0 k) 4 1 2 + 2 0 [ Ind
s10 1.21 k1 0 4 ) 3 <4 1 2 (k 2 1) [H Ind
6l 1.21 it R 4 0 a 4 1 2 4] 2 i ] 1
1151 .24 Rl 0 4 i R} 4 1 2 1] 3 i 1 Eiul
924 1.41 1’1 0 4 0 3 4 1 2 1] ¥ 0 G lud
U6 1.54 R 1] 1 1] 3 4 2 2 ( 3 0 2 lind
108 1.6d Kt N 4 1] 3 4 2 3 [ { 0 1 lad
w47 1.64 Kl G 4 [} 3 4 2 2 0 4 o 0] Ll
w72 i.06 R1 o 3 ] M ! | 1 0 2 I 1 Ind
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RHLE > 4] 1 4 { 3 4 M 3 ¢} 4 M 2 1111
409 >2 I 4 4 3 3 K] 3 1 £} 4 4 2 1
422 E r " 4 | 4 4 3 3 0 ] G 3 Fil
438 =2 KRl 4 4 k| A 4 k] ¥ 1 4 4 1 |
462 = " i 4 ¢} M + M 3 1 ' 0 0 Truek
519 2 1§} U] 4 0 1 4 R R} 0 4 it L1} Ll
554 »2 r 4 4 4 4 + ; 1 t 4 4 0 t
650 »2 r 0 4 0 3 4 3 4 0 K] [} 0 Ll
74 > 1 i 4 1 3 4 3 4 0 4 G 1 n
768 >2 " [} 4 1 4 4 4 4 0 4 0 ! Tuel
Bl t =2 Rl 2 2 2 0 1 1] 0 (0 0 I b 1
CET =2 R i} 4 0 4 4 3 4 it 4 1 C Ind
1193 El ¥ ) 4 1 t 4 b 4 [ 4 0 [} Indd
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La tabla I1, muestra el patrén de bandas de las proteinas principales de los
sueros, observindose la presencia de pl9 séla en 22 casos, 4 sueros con pl19+ p24,
4 con reactividad en rgp21+pl9 y 6 sueros reactivos a rgp2 1+ pl9+ p24. La figura
2 recoge las tiras de WB-v3 de los sueros estudiados. Es importante destacar que
todos los sueros presentan reactividad a pl19. De los 8 sueros confirmados como
positivos, 4 fueron clasificados como infeccién por ITLV-1, 2 como HTLV-11 y
2 presentaron reactividad en las proteinas MTA-1 y K55, con lo que no se
pudieron clasificar. Uno de estos dos dltimos sueros (suero 409), presenta
reactividad en p24, con lo gue podria ser una coinfeccion IFTLV-1 y HTLV-11. El
otro suero que presenta las dos reactividades (MTA-1+K55), suero 385, no
presenta reactividad en p24, reactividad imprescindible para ta clastficaction de
HTLV-IL, luego podria ser un caso de HTLV-I con reaccion cruzada en la

proteina K55,

TABLA 11

Patrén de bandas significativas en sueros de Guinea Ecuatorial

Numero
Sueros
piy 22
p24 0
pl19+ p24 4
regpll+plY 4
rgp2l+p24 0
rgp2l+pl9+p24 6

Total : 36

Con el fin de realizar una confirmacion de La infeccion por HTLV por I'CR,
teniamos que obtener una muestra de sangre heparinizada. Para ello nos
trasladamos a Malabo y, con la colaboracion del Dr. Agustin Benito (cooperante
del CNMVIS en Mafabo), pudimos localizar a los individuos ¥ procesar la sangre
heparinizada. Se obtuvo plasma y ADN de seis individuos, pertenecientes al

estudio inicial. EI plasma y el ADN se analizaron en ¢l laboratorio de Diagnostico
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y Referencia del CNBCR (Instituto de Salud Carlos III) en Madrid.

Las seis muestras fueron las correspondientes a los casos 740, 222, 385, 396,
741 y 409. Dos sueros presentan reactividad a rgp21 mds reactividad en K55, pero
no presenfan reactividad a p24 (imprescindible en para la clasificacién de tipo).
Un suero, la muestra 740, presenta reactividad en rgp21, p24 y KSS5, lo que lo
clasifica como positivo a HTLV-II. Las tiras de este ensayo se muestran en la
figura 2 y el esquema de los resultados en la tabla III. En este ensayo, ninguno de
los sueros reaccioné con gp46. Los seis sueros fueron analizados también para la
deteccién de anticuerpos anti-VIH y, en el Servicio de Parasitologia del CNMVIS
(Inst. Salud Carlos III), de PaIudismo y Enfermedad del Sueiio, infecciones muy
comunes en Guinea Ecuatorial (el paludismo es endémico en el pais). Relacionando
este perfil serolégico con el obtenido en la muestra inicial, vemos que las
reactividades son mucho menores y que sélo se ha podido confirmar infeccion por
HTLYV en un caso, lo que no ocurrié con las muestras iniciales donde- el suero 740

tenia un perfil de positividad a HTLV-II y los sueros 385 y 409, aunque no fueron

clasificados, fueron positivos.
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HTLV-I
368
512
799
1187
479
222
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HTLV-|
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1068
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226
274
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385
409
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740
768
988
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Patrén de bandas por WB-v3 de sueros de Guinea Ecuatorial
Figura 2
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TABLA III

Resultados de WB-v3 y PCR de seis muestras
procedentes de Malabo

Musestra WB+v3  rep2l  plY p24 p26 p2X p32  pd  gpd6  pS3  MTAL K55  luterp. | Paludismo | Infer. Suehu | KIA VII | PCR
i) u 0 1 0 [t il [} 0 0 1 M Ind P N N N
T4 3 1 1 & 8 i i) 0 i i M H P N N N
I8E 1 2 1 0 i B 0 v m 0 f Dl P Ind N N
ive ] M i 0 0 1 () U 0 0 i lud P N ~ N
T4 1l 2 i 0} 1] 1] 1} it 0 1 0 [nd P N ~ N
ET] 2 ki 2 2 2 " 1 1 1} 0 n frud P Tnd A N

I positive HTLAV L3 N, pegativa: PLopositive:

(nd. indeterminado; 0, sin banda. 1, banda muy hébil,: 2, hébil: 3. fuerte: 4, my fuerte.



1.2 Amplificacién por PCR

Las 6 muestras de sangre recogidas en Malabo se procesaron para la
purificacion de linfocitos y posterior extraccién de ADN. El ADN se estudié por
PCR-simple y anidada para la deteccién del provirus HTLV-I y/o HTLV-II. Los

sistemas empleados en la amplificacién fueron pol y env (figura 2).

,§_= env/B-globina PCR-simple
533
[
o SNBSS T
ZTI NNOm NS o o
g o £ g 3
cS = [ e o -
MTA-{ -'r] Swd w o Z
K55 <
" I N WO o g o 3.‘ E g .'?. <
| = - - & > = c
< £
| . TN88885538ZF S
pS3 - |
andé ] |
p36 -
p32 -
987 _
p28 i * 975~
26 ! — 726
P34 & F

p19 L ™ o
rgp21 '

- 311

268 — - 249

Patrén de bandas por WB-v3 y andlisis de los productos de PCR de las seis
muestras recogidas en Malabo

Figura 3
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Los resultados de la ampliticacion mostrados en la figura 3, muestran la
primera amplificacién por PCR de la region env, a ka que se anaden los
oligonuciedtidos especificos para La amplificacion del gen de {a 8-globina (gen
presente en toda célula eucaridtica) con el fin de comprobar el buen estado del
ADN extraido. Se observa que los seis casos amplifican el fragmento de 268 pb
correspondiente al gen de la globina y, sin embargo, no se observa amplificacion
del fragmento de 987/975 pb correspondiente al gen env del HTLV-YI1. El
resultado de estas hibridaciones en ambas PCR-anidadas (env y pol) es negativo

en fas seis muestras.

2. Confirmacion de infeccion por HTLV-1/11

en Bancos de Sangre de Portugal

2.1 Estudio serologico

Se hap estudiado 12 muestras (mas 1 segunda muestra de una de ellas,
10214.2) repetidamente positivas por ELISA, procedentes de un estudio seroldgico
de aproximadamente [12.000 muestras de donantes de sangre, realizado en
Portugal. Para su confirmucion, repetimos el ensayo de ELISA y se realizo 1K1 y
western blot a todos ellos. El resultado de los ELISA se muestra en la figura 4.
Ocho sueros dieron resultados positivos, mientras que 5 presentaron una razon
DO/cut off menor de 1. Cinco sueros resultaron positivos mediante ailisis por
IFI, mientras que el resto fueron negativos. Los resultados se muestran en La tabla
IV. Los sueros 9226, 5093, 10214.2 y 7388 fueron analizados mediante un KLISA

que incorpora péptidos sistéticos especificos para cada tipo de virus. Solo el suero
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9226 resulto positivo para HTLV-1, mientras ue el resto de los estudiados fueron
negativos. Este anilisis se Hevd a cabo en colaboracion con el Laboratorio de
Referencia Abbott Cientifica, Chicago, Estados Unidos, donde también se realizo
RIPA de los sueros 8944, 10214.1, 9226, 6182, 10060, 5093, 10214.2, 4728 y 7388,
resultando positiva dnicamente la muestra 9226, que reacciona fuertemente con

el precursor gpo68 (env),

LBancos de Sangre de Portugal (N::13)!]
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TABLA IV

Resultados del estudio de muestras en Bancos de Sangre de Portugal

Muestras 1 ¥t | PEP1  PEPII RIPA rgp2t  pl19  p24 pl6 p28 p32 p36 gpd6 p53  rgpd6l  Interp. | PCR | Aisl
396 P NR 3 3 3 3 4 4 4 4 3 4 1 Sh™M SM
9226 P 29.4 1.15 P 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 | Neg Neg
5093 Neg 0.6 0.3 Neg 4 0 3 ] 0 0 G 0 0 0 Iis Neg Neg
7388 Neg 0.6 0.43 Neg 3 3 | 3 3 1 | 0 I 0 I1s Sh™ SM
8944 Neg Neg 0 3 0 3 3 2 2 0 1 0 Ind Neg Neg
10060 P New 0 3 0 2 3 2 2 0 1 0 Ind Neg Neg
10214.1 Neg Ney 0 2 0 3 3 2 2 0 1 0 Ind Neg Neg
102142 Ney 1.1 0.95 Neg 0 2 0 3 3 2 2 0 1 0 Ind Neg NR
8053 Neg NR 3 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 Ind SM SM
1728 New Neg ] 0 4 4 0 0 0 i 1 0 Ind Neg Neg
6182 New Neg 0 0 | 4 0 0 0 0 i 0 Ind SAM SM™
6391 NR G 3 0 1 1 0 0 0 0 0 [nd Neg NR
7890 NR 0 3 0 1 1 0 0 0 0 0 Ind SM SM

PEPLy PEPIL, son ELISAs que incorporan péptidos sintéticos especificos para HTLV-1 v HTLV-11 respectivamente, considerando reactivi una muestra
cuando o5 mayor o igual a 3.0: Interp.. interpretacion del WB-plus: Aislum.,. aislamiento por cocultiva; I, positiva para HTLV-1: 15, sospechoso de

HTLV-11: P, positive: Neg,

negativo: Ind.. indeterminado: NR, no realizado; SM. sin muestra,



Se realizo un estudio por WB-plus de todos los sueros, confirnzindose como
HTLV-I los sueros 596 y 9226. Los sueros 5093 y 7388 no presentan reactividad
en la proteina gp46, aunque si en rgp2l y p24, por lo que se consideran como
sospechosos de infeccion por HTLV-IL. El resto de los sueros fueron clasificados
como indeterminados (figura 4). Los sueros 596, 9226, 5093 y 7388 se analizaron
por WB-v3, confirm:indose de nuevo la infeccion por HTLV-I de los sueros 596
y 9226, debido a que presentan reactividad en ba banda M'TA-1 que tipilica como
HTLV-I a estos sueros. Sin embargo, los sueros 5093 y 7388 no dieron reaccion
en fa banda de la proteina K55 (ni en M'TA-1) con lo que no se pudieron clasificar

(figura 5).

2.2. Amplificacién por PCR

Se analizo el ADN en 8 muestras, observandose la banda de 268 pb
correspondiente al gen de la B-globina en todos los casos estudiados (ligura 4), lo
que demuestra la presencia y la calidad del ADN analizado. En Las hibridaciones
de las PCR-anidadas de los genes env y pol, solo se observa la banda especifica de
198 pb para el gen env y la banda de 318 pb para el gen pol, ambos
correspondientes al genoma del HTLV-I, en la muestra 9226 (serologicamente
tipado como IITLV-I; tabla I, figura 9). Por el contrario, ninguno de los

restantes ADNs presenta positividad en minguno de los dos genes estudiados.

2.3, Aislamiento

Linfocitos de las muestras 9226, 5093, 8944, 10060, 10214.1 v 4728 se
cocultivaron con PBLs de donante sano con el fin de poder confirmar la infeccion.
Algunas de las muestras recibidas no pudieron ser cultivadas por llegar
contaminadas al laboratorio. Los cocultivos se mantuvieron durante cuatro
semanas, al término de las cuales, se analizo el sobrenadante para la deteccion de
antigeno p24 de HTLV. No se detecté antigeno en ninguno de ellos, incluida la

muestra 9226 que estd clasificada como H'TLV-L.
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3. Confirmacion de infeccion por HTLV-I/11

cn Bancos de Sangre en Espaiia

3.1. Estudio serologico

Un estudio multicéntrico de 21.921 sueros procedentes de Bancos de Sangre
de distintas comunidades espanolas por la téenica ELISA y realizado entre los
mieses de septiembre y noviembre de 1992, div como resultado ta deteccion de 26
muestras repetidamente reactivas, o en una zona infervior en un 10% del cut off,
Estas 26 muestras fueron estudiadas por ELISA en nuestro laboratorio,
indicandose en la tabla IV los datos de la razon DO/cut off obtenidos (figura 6).
El estudio por IF1 mostro como negativos todos los sueros (Tabla V). Kl estudio
por Wh-vi no confirmo como posttivo ninguno de los sueros estudiados; 7 fueron

negativos y 19 indeterminados (figura 7).
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Figura 6
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El estudio de estos 26 sueros se realizé en colaboracién con un laboratorio
de Estados Unidos, donde se realizaron las técnicas de ELISA, con péptidos
sintéticos especificos para HTLV-1 y HTLV-II, y de radioinmunoprecipitacién
(RIPA) (tabla V). Por RIPA solo se detecté reactividad en gp68 en la muestra

L30, sin mostrar reactividad en ninguna otra banda.
3.2. Amplificacion por PCR

En los casos donde se pudo obtener ADN, éste se amplificé por PCR en los
genes env y pol. La amplificacion de la banda de 268 pb gen de la B-globina se
observa en todos los casos, sin embargo, no existe seial positiva especifica de
HTLV-I 0 HTLV-II en las hibridaciones de las PCR-anidadas de los mismos, en

los sistemas pol env (figura 8). Por tanto, todas las muestras estudiadas son

env/B-globina PCR-simple
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3.3. Aislamiento

Los PBLs de los casos L18, 1.29, 1.27, 1.22, L.6 y L.15, se cocultivaron con
PBLs de donante sano durante cuatro semanas. Al cabo de ese tiempo se realizé
una deteccion de antigeno p24 en los sobrenadantes. Ninguno de los cultivos

presentd positividad en este ensayo (tabla V).

4. Estudio de deteccion de ITTLV-1/11

en muestras de poblacion ADVP (El Patriarca)

4.1. Estudio serologico

Se analizaron 149 muestras de suero procedentes de poblacion ADVP (El
Patriarca) mediante ELISA e IFL. Los resultados de la relacion D.O/cut off se
muestran en la figura 9. Solo el suero DPLO6 mostrd una razon DO/cut off mayor
de 1. Este mismo suero mostro positividad en 1K1, mientras que el resto resulto

negativo.

El suero DP106 se analizé por WB-v3 para su confirmacion y tipado. Se
observa reactividad en todas las bandas especificas, incluidas las de rgp21 y K55,

1o que permitio clasiticarlo como una infeccion por H'TLV-IT (figura 11).
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Figura 9
4.2. Amplificacion por PCR

Se realizo la extraccion del ADN de Ia muestra DP106 para su estudio por
PCR en los sistemas env y pol. En la PCR-simple no se pudo observar bandas
especificas en ninguno de los dos sistentas, sin embargo, en la PCR-anidada se
pudo observar la presencia de fas bandas correspondientes a 203 y 318 pb de las
regiones correspondientes a los genes env y pol, respectivamente, del genoma de

HTLV-H (figura 11).
4.3. Aislamiento

Los PBLs obtenidos del caso DPH)6 se pusieron en cocultivo con CBLs y
PBLs de donante sano para el aislamiento del I'I'LV-IL, Alrededor de la cuarta
semana de cultivo se pudo detectar la presencia de antigeno p24 en el
sobrenadante (figura 13). A la quinta semana de cultivo se realizé una nueva PCR

y se confirmo la presencia de genoma especilico de HELV-1L,
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5. Estudio de infeccion por HTLV-1/11

en los miembros de una Familia

5.1. Estudio serologico

Se realizé un estudio seroldgico inicial del caso de una mujer (RCI1),
prostituta, seronegativa a VII y seropositiva a II'TLV y de su hija recién nacida
(MF1). El estudio reveld seropositividad en los dos casos (por ELISA e IFI),
clasificandose  como  sospechosos de  infeccion por HTLV-1II por WB-plus.
Posteriormente, quisimos comprobar el estado serolégico de la pareja (BF) y de
los dos hijos mayores (1T1 y 112). Para ello, obtovimos sangre heparinizada de los
cinco miembros de esta familia. El estudio preliminar de ELISA revelo positividad
en los sueros de los casos RC2, MIF2 y BI'. Asimismo, se obtuvo resultado positivo
en estos tres casos mediante 1K1 La confirmacion de estos resultados por WB-
plus, clasifican como sospechosos de HH'TLV-1I los tres sueros, ya que no presentan
reactividad a la proteina rgpdol, pero si a p24 y rgp21 (figura 10). Se hizo un
segnimiento serologico del caso MFE, debido o que su seropositividad podria
deberse tunicamente a anticuerpos procedentes de la madre seropositiva. St esto
fuera asi, en los sucesivos amlisis se observaria una desaparicion de los
anticuerpos especificos. A tal efecto, pudimos obtener otras dos muestras del caso
MYF con intervalos de aproximadamente 4 meses (muestras MEL a MEF3) y de cerca
de un ano con la muestra MI4. Los resultados del WB-plus, claramente
demuestran la desaparicion progresiva de los anticuerpos anti-1ITLV-I1 en las
muestras MI'2 y ME3 (figura 10). La muestra MF4 no se muestra, pero presenta
un perfil negativo en este WB, Los sueros RC y BI se analizaron con el WB-v3
para poder clasificarlos como II'TLV-IL. Kl suero BE reacciond con todas las
proteinas especificas, incluida K55, lo que clasifica coma HTLV-IT positivo a este
suero. Sin embargo, el suero RC, no presente reactividad frente u K55, pero si al

resto de proteinas especificas, no pudiendo tipificarse por este método.
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Figura 10

5.2. Amplificacion por PCR

Se realiz6 extraccion de ADN de todas las muestras obtenidas (menos la
muestra MF4). Todos los ADNs mostraron amplificacién de la banda de 268 pb
correspondiente al gen de la -globina. Adem4s, los casos RC1 y BF, muestran la
banda especifica de 987/975 del gen env de HTLV (figura 10). Las PCR-anidadas
demostraron bandas de 203 y 161 pb de los genes env y pol, respectivamente, del
HTLV-II. Sin embargo, las hibridaciones realizadas en las PCR-anidadas no

mostraron positividad en las muestras MF1, MF2, MF3, H1 y H2.
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5.3. Aislamiento

Los PBLs de todas las muestras (excepto MF3 y MFEF4) tueron cocultivados
con CBLs y PBLs de donante sano. A partir de la cuarta semana se pudo detectar
antigeno p24 especifico en los cocultivos de las muestras RC1L, RC2 y BF, tanto
en los CBLs como en los PBLs (figura 11). n el resto de los cultivos no se detecto

antigeno en las cinco primeras senanas de cultivo, con lo que se dejo de cultivar.

Los cultivos RC1, RC2 y BY cocultivados con PBLS se¢ mantuvieron durante
aproximadamente seis meses, alimentando el cultivo con PBLs de donante sano
cada semana durante las primeras cuatro, para dejar de alimentar durante el
resto del cultivo. No se pudo continuar con los cultivos de CBLs por falta de

disponibihidad de éstos.

6. Confirmacion de infeccion por HTLV-1/11

en dos casos ADVP

6.1. Estudio serologico

Dos casos seropositivos para VIH y ADVP (AA y JA), lueron estudiados
para detectar anticuerpos anti-lHI'TLV. Los resultados de ELISA e IFI fueron
positivos para el caso AA, sin embargo, el caso JA tuvo un valor de D.O muy
cercano al cut oft del ensayo y su IFI resulté negativa. Kl WB.v3 dio resultado
positivo en los dos casos, pudiéndose tipar como infecciones por HFLV-I (figura

11).
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6.2. Amplificacion por PCR

El ADN de los dos casos fue analizado por PCR en ef gen poi, obteniéndose
una banda de 398 ph, en los dos casos, que se resolvio en una banda de 161 pb
(especifica de H'TLV-1l) después de realizar la PCR-anidada. En el gen eny
aparece una banda de 987/975 pb en los dos casos y una banda de 203 pb

(especilica de [TTLV-II) en fa PCR-anidada de los dos casos (figura 12).

6.3. Aislamiento

Se cocultivaron los linfocitos de los dos individoos con CBLs y PBLs
de donantes sanos, detectindose antigeno p24 de IITLV a partir de la tercera
semana de cultivo (figura 12). En la quinta semana se realizo una PCR,

confirmandose como ITTLV-II la infeccion de los dos cultivos.
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7. Estudio en muestras procedentes

de patologias cutdneas

7.1. Amplificacién por PCR

Las 22 muestras de ADN, MF y LEU, diagnosticadas como micosis
Jungoides, fueron apalizadas por PCR en los genes pol y env. En Ja PCR-simple
del gen env y el gen de la B-globina observamos una banda de 268 pb,
correspondiente al gen de la f-globina, en todos los casos estudiados, indicando
la presencia y la buena conservaciéon del ADN. Sin embargo, no se observan

bandas especificas de HTLV en ningan caso, realizando hibridaciones de las PCR-

anidadas de los dos genes (figura 13).

env/B-globina PCR-simple
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1. Estudio de seroprevalencia en una poblacion de Africa

ecuatorial (Guinea Ecuatorial)

Hemos estudiado 1.129 sueros procedentes, mayoritariaamente, de donantes
de sangre y, en menor medida, de embarazadas, tuherculosos ¢ individuos
relacionados con ETS, recogidos en el Hospital general de Malabo gracias a la
Cooperacion Técnica Espanola. El anilisis por ELISA detecto 36 sueros con una
razon DO/cut off mayor de L. Estos 36 sueros se analizaron posteriormente por
IFT vy western blot para su confirmacion. La confirmacidn serolégica de infeccion
por estos virus depende de la presencia de reactividad de anticuerpos frente a
productos génicos de gag y env. La interpretacion de los resultados serolégicos en

sueros de origen africano ha presentado muchas dificultades.

Kl estudio por 1FI detecto un alto nomero de reacciones inespecificas que
impidieron una interpretacion clara del resultado. Por tanto, consideramos gque
el uso de la técnica de IFI no resulta muy adecuado al estudio de sueros africanos.
Esta opinion estd de acuerdo con lo descrito por otros autores (Verdier y cols.,

1990).

Hasta hace poco, no se disponia de un ensayo serologico que diferenciary
anticuerpos anti-1I'TLV-1 y anti-lITLV-11, por lo que era necesaria la deteccion
de :cido nucleico especifico para dilerenciarlas. Recientemente (para uso en
investigacion) se estin desarrollando western blots que incorporan proteinas
recombinantes especificas de cada virus que permiten diagnosticar y diferenciar
ambos tipos de infeccion. Uno de éstos, es el usado en este trabajo (WB-yv3), El
patron de bandas observado por WB-v3, permitié clasificar como positivos a
HTLYV a 8 sueros, mientras que el resto fueron indeterminados. De los 8 sueros
positivos, cuatro fueron tipificados como HTLV-1, dos como H'TLV-I1 y los dos
restantes reaccionaron con ambas proteinas recombinantes (NTA-1 y K55) con lo

que no se pudieron clasificar. La falta de reactividad frente a las proteinas tipo-
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especificas, podria ser debido a una limitada sensibilidad del ensayo o a la falta
de reconocimiento inmune por algunos individuos. Estos resultados serologicos
deberfan ser confirmados por otros métodos, como RIPA y/o PCR. Para la
realizacion de PCR tratamos de conseguir una muestra de sangre de los casos
estudiados, pero fue imposible obtener muestra de sangre de todos ellos, En
realidad, sélo pudimos localizar 6 individuos del estudio. Los seis sueros
presentaron patrones de bandas diferentes a los encontrados en la muestra inicial,
no confirmindose la infeccidn por HTLV en ninguno de ellos. Tampoco pudimos

detectar presencia de genoma especifico en ninguno de clos.

Por lo tanto, detectamos 8 sueros confirmados como positivos por WB-v3
de un total de 1.129 sueros, lo que supone una incidencia de infeccion por HTLV
del 0.7%. Ilay que destacar la presencia de infeccion por HTLV-H, algo
relativamente poco coman en esta region geogriafica, aungque hay trabajos que

describen este tipo de anticuerpos en sueros africanos (Goubau y cols., 1993).

Las seis muestras que pudimos obtener en Malabo, correspondientes a las
muestras 741, 222, 385, 396, 740 y 409, se analizaron con el WB-v3, que incorpora
proteinas recombinantes especificas para cada virus. El suero 740 se clasifico como
positivo para HTLV-11. El suero 222 presento reactividad en MTA-1 y K55, asi
como en p24, sin embargo, no muestra reactividad en rgp2l, por lo que se
clasifico como indeterminado. Estas reactividades conjuntas a las proteinas
recombinantes MTA-1 y K55, no suelen ser muy comunes, pero se han dado casos
en estudiws en Zaire donde aparecen sueros con doble reactividad y sueros sin
ninguna reactividad a estas proteinas, siendo sueros positivos. Sin embargo, el
estudio por PCR de estas muestras no logré detectar ninguna secuencia provirica

ni de HTLV-I ni de HTLV-I, incluida la muestra 740).

Por otra parte; hay que tener en cuenta que existen varias infecciones
parasitarias muy comunes en ese pais. El paludismo es endémico v las seis
muestras resultaron positivas a dicha infeccion (datos facilitados por el Servicio

de Parasitologia del CNMVIS, ISCHD. Es posible, como se ha deserito, que
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alguna de esas infecciones pueda dar lugar a cierta reactividad cruzada que
interferiria en Ly interpretacion de fos resultados. Se ha demostrado una similitud
estructural de los epitopos de las proteinas gag con otras proteinas microbianas
y celulares, como por ejemplo con Plusmodim falciparum (MeLauglin v cols.,
1987; Hayes y cols., 1991) y proteinas mielinicas (Liquori v cols., 1991). La
reactividad dnica a proteinas gag, en ausencia de reactividad a proteinas env,
podria ser debido a una baja sensibilidad del ensayo a esas proteinas, o una
reaccion cruzada con proteinas retroviricas muy relacionadas, o podria
representar una fase temprana de la infeccion por IITLV., Se¢ deberia tener
encuenta que los individuos con reactividad aislada de gag estuvieran infectados
con alguna variante de los virus IN'TLV que posean una divergencia importante en
las proteinas de la envuelta vy, por eso, estos individuos no reaccionan con las
cepas viricas prototipo. Una de tales variantes podria ser la aislada en Papua

Nueva Guinea (Yanagihara y cols,, 1991),
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2. Estudio de prevalencia en poblacion general de un pais europeo

(Portugal) con destacada migracion alricana

En un estudio realizado en colaboracidan con un grupo de Bancos de Sangre
de Portugal, basado en una muestra de alrededor de [2.000 sueros analizados,
doce (mds una muestra repetida), presentaron una razon DO/cut oft en ELISA
para la deteccion de anticuerpos anti-H'TLV, mayor de 1 y fueron analizados para
su confirmacion en nuestro laboratorio. El estudio por IFI reveld cinco sueros
positivos. PPor tanto, did como positive a tres sueros que en posteriores estudios

no fueron confirmados.

El analisis por WB-v3 de Llas muestras, clasifico como positivos los sueros
596 y 9226, ademis de tipificarlos como ITLV-I. Los sueros 5093 y 7388 no
reaccionaron con ninguna proteina recombinante especifica de tipo, con lo cual no
pudieron ser tipificados. K1 resto de los suaeros fueron considerados como
indeterminados debido a que ninguno reacciona con la gpd6, aunquoe alguno si lo

hizo con la rgp21.

TABLA 111
Patron de bandas por WB

WB WB
Positivo Indeterminado
plY 0 6
p24 0 2
pl9+p24 0 ()
rgp2l 0 I
rep2l+plY 0 1
rgp2l+p24 0 |
rgp2l+ply+p24 2 0
2 11 Total : 13
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Nueve sucros (incluidos los dos positiveos) fueron analizados por RIPA
{colaboracion de un laboratorio de Estados Unidos) para detectar la presencia de
anticuerpos frente a la proteina precursora gp68, ya que ninguno de los
indeterminados mostro reactividad en gpd6. Ninguno de los sero-indeterminados
demostro presencia de banda gpo8, lo que confirma los resultados, mcluidos los
sueros clasificados como sospechosos de infeccion por HTLV-1I por el WB-plus.
La muestra 9226, resulto positiva en RIPA. Lsta adltima muestra pudo ser
analizada por PCR, genes pol y env de HTLV-1 y IITLV-1I, y el resultado fue la
deteccion de genoma especifico de H'TLV-1. De ka otra muestra HTLV-1 positiva,
no pudimos obtener muestra de ADN. Las muestras sero-indeterminadas donde
pudimos obtener ADN, resultaron negativas por PCR. Por otro lado, no
conseguimos obtener replicacion virica en ninguno de los cocultivos realizados,

incluida la muestra 9226 HTLV-I positiva.

En este estudio, hemos confirmado la sero-positividad debida a H'FLV-I de
dos muestras, que equivale a una tasa de 16/100.000, una de ellas ITTLV-I positiva
por PCR, mientras que el resto de las muestras presentan un patron sero-
indeterminado y Fueron PCR y aislamiento negativas. Por tanto, parece que en
poblacion general es mayor L infeccion por IITLV-1 que por HTLV-IL, que es lo
que ocurre en Francia, donde la infeccion por INTL V-1 es mayoritaria, pero no asi
en Lstados Unidos, donde el HTLV-I representa la mitad de las infecciones por

NTLV.
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3. Estudio de prevalencia en Bancos de Sangre de Espaia

Para conocer mejor la prevalencia de infeccion por HTLY en Espana, y
poder diferenciar los tipos de infeccion, se realizd un estudio multicéntrico con la
participacion de varios Bancos de Sangre espanoles. El estudio se realizo a lo largo
de tres meses, para impedir que dos muestras fueran del mismo donante (solo se
permite donar sangre cada tres meses). In cada Banco de Sungre se realizo el
primer amilisis de deteccion de anticuerpos por ELISA. Los sueros que
presentaban una razon de D.O./cut off superior a 1 (0o un 15% por debajo), se
mandaron a nuestro laboratorio para su confirmacion. De un total de 21.921
sueros analizados, 26 fueron enviados a nuestro laboratorio. Se repitio el ensayo
de ELISA a todos los sueros, adenuis de las técnicas de confirmacion IFI, WB,

PCR y aislamiento (cuando fue posible).

X1 anadisis por TFL resulté negativo en todas fas muestras estudiadas y el
patron de bandas observado por WH-v3 no confirme sero-positividad en ninguna
de fas muestras, siendo sero-negativas 7 muestras, La tabla IV muestra el patrén

de bandas observado en los sueros.

TABLA 1V
Patron de bandas por WB-v3

wB
Indeterminado
pl9 7
p24 8
rep2l +plY |
rep2i t p2d 3
19 o

Discusion 11 104



Como dijimos anteriormente, la aparicion de reactividad gag y la ausencia
de reactividad en gpd6, puede deberse a varias causas. Debido a que los
anticuerpos gag son de los primeros en aparecer en una seroconversion (Manns
y cols., 1991), podria ser que las muestras que presenten reactividad en gag
representen  posibles seroconversiones. Sin embargo, ni el RIPA confirmé
presencia de proteinas env, ni la PCR demostrd presencia de genoma de HTLV
en ninguno de los casos. Los anticuerpos anti-rgp2l (proteina de transmembrana)
se ha visto recienfemente que puede considerarse como un marcador de
seroconversion (Mann y cols., 1991). En este estudio, ninguna de las muestras con
anticuerpos anti-rgp21 y gag demostré presencia de genoma de 'TLV por PCR,
lo que cuestiona la posible seroconversion de dichos individuos. Por otra parte, el
cocultivo de algunas de las muestras no permitio detectar replicacion virica al no

detectarse antigeno p24 especifico en ninguan cuso.

Del total de muestras estudiadas, no se pudo confirmar ka presencia de
infeccion por HTLV en ninguna de ellas. Las 19 muestras indeterminadas, sin
embargo, nos pueden hacer pensar, primero, en la necesidad de plantear un
seguiniiento de al menos I ano de estas muestras con el fin de observar las
variaciones en los patrones de reactividad por WB, v segundo, en la posibilidad
de considerar nuis detenidamente el problema de la deteccion de anticoerpos
IHTLYV en los Bancos de Sangre espainoles, porque, como hemos visto, en Portugal
se han localizado dos casos HTLV-I positivos en donantes de sangre (16/100.000)
y en Francia se ha descrito una prevalencia de 4.3/100.000. Por tanto, en nuestros
paises vecinos estd confirmada la presencia de mfeccion por HTLV y dado que
somos pais de paso de innugrantes procedentes de Alrica (Centro Alrica tiene una
afta prevalencia de infeccion por HTLV-I), seria razonable plantear una mayor
atencion a la dilusion de este tipo de inlecciones. Como sabemos, en Estados
Unidos es obligatoria la deteccion de anticuerpos anti-1II'TEV en los Bancos de
Sangre desde 1988 y en Francia desde 1991, posiblemente en nuestro pais deberia
valorarse el imterés saniturio de esta medida, aunque consideranos necesario

completar con una muestra m:s amplia el estudio que aqui se ha expuesto.
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4. Estudio de deteccion de HTLV-1/I

cn muestras de poblacion ADVP (El Patriarca)

Se analizaron 149 sueros procedentes de poblacion ADVI que residian en
las dependencias de K1 Patriarca, Ion este estudio se localizdo un suero que se
confirmo como seropositivo a II'TLV-11. Se confirmd por PCR y por aislamiento.
En este estudio se alcanza un .67% de prevalencia, adem:s debida a II'TLV-II,
lo que estid de acuerdo con la alta incidencia de ITTLV-1L entre poblacion ADVDEP
seropositiva a II'TLV. La tasa de prevalencia obtenida en Espana, est:ii muy por
debajo de La descrita en Italia, donde se detecta hasta un 5% de seropositivos (De
Rosst y cols., 1991), la mayoria debido a la infeccion por HTLV-IL, aumentando
a un 18% en individuos ADVP VIII positivos. El resto de los paises europeos

presentan una prevalencia muy baja de ITTLV en poblacion ADVP.

El aislamiento y, por consiguiente, la replicacion del HTLV-1I detectado,
nos permitio seguir analizando dicho aislado, datos que se recogen en Resultados

111,

5. Estudio de infeccion por II'TLV-I/II

en los miembros de una Famiha

De un estudio realizado entre poblacion con pricticas de prostitucion, se
obtuvo un 0.59% de seroprevalencia a HTLV (Estébanez y cols., 1991). Pudimos
localizar a una de esas mujeres seropositivas (RCY v obtener una muestra de
sangre heparinizada. Por otra parte, quisimos obtener muestra de sangre de todos

los miembros de esa tamilia, ya que supimos que su pareja era ADVP (BF) v
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tenian una hija (MY) recién nacida que podria estar infectada (por transmision
vertical). También obtuvimos muestras de sangre de otros dos hijos mayores (111,
I2). Esto se pudo realizar gracias a la colaboracion de la Dra. Barge (Consejeria
de Sanidad y Seguridad Social, Palma de Mallorca), que nos mandaba las
muestras de sangre a nuestro laboratorio, asi como los datos epidemiologicos

donde se incluian las pricticas de riesgo de cada miembro tamiliar.

El estudio serolégico demostro seropositividad en las muestras RC, BF y
MF, mientras que 111 y H2 fueron seronegativas, El patron de bandas de BFE fue
clasificado como II'TLV-1I por WB-v3, no obstante, la muestra RC no demostrd
reactividad con ninguna de las proteinas recombinantes especiticas de H'TLV-T o
HTLV-IL, por lo cual, no se pudo tipiticar serologicamente. La seropositividad de
MF podia ser debida a la presencia de anticuerpos de la madre, ya que éstos no
desaparecen hasta franscurridos varios meses. Por eso, hicimos un seguimiento
serologico del caso y recogimos tres muestras con imfervalos de 3-4 meses y una
ultima muestra 1 ano después. A lo largo del andlisis de estas muestras se vio que
la reactividad disminuia a lo largo del ticmpo hasta desaparecer por completo en
la altima muestra analizada. El estudio del ADN de las muestras por PCR
demostro la presencia de genoma de HTLV-II en las muestras BIY y RC. No se
detecto genoma de H'TLV en ningan otro miembro de la familia, incluida MF {(en
nimguna de las muestras obtenidas). Por tanto, no se confirma la transmision
vertical. Mediante cultivos celulares se ha demostrado la replicacion virica en los
casos RC y BE (no asi en el cultivo de MF), como se confirmoé por la presencia de
genoma de ITTLV-11 por PCR. Por otra parte, como BEF es ADVI y seropositivo
a IINTLV-IL, y RC no es ADVP pero practica la prostitucion, podria ser que la
infeccion inicial fuera a través de BE (via wtilizacion de agujas infectadas) v que
éste hubiera transmitido la infeccion a RC por via sexual. También podria ser que
la infeccion de RC se produjera en alguno de los contactos sexuitles con otras
parejas dada su condicion de prostituta, pero es poco probable dada la baja
circulacion de este virus. Iistos dos HTLV-IT (RC v BE) se estudiaran mais

profundamente en Resultados 111,
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6. Confirmacién de infeccién por HTLV-I/H

en dos casos ADVP

Obtuvimos muestra de sangre de dos individuos ADVP y VIII positivos
(procedentes del TTospital Vall D "Ebron de Barcelona) para ba confirmacion de Ia
seropositividad a I'ILV. Las dos muestras se estudiaron serologicamente, dando
un resultado positivo por IFI en el caso de AA y negativo en el caso de JA. El
patron de bandas observado por WEB-v3, conlirma la seropositividad de los dos
sueros, clasificandolos como infeccion por HTLV-IL. El suero JA presenta una
reactividad muy débil en gpd6, aungue una reactividad fuerte en la proteina K55.
Las dos muestras resultaron positivas en los cocultivos realizados con CBLs y
PBLs de donante sano. Estos dos aislados (AA ¥ JA) se estudiarin mas
detenidamente en Resultados 111, donde se amplian los estudios a aspectos

fenotipicos y moleculares.

7. Estudio en muestras procedentes

de patologias cutdineas

El virus linfotropico de cébulas ' humano de tipo T (HTLV-1), cuado se
aislo, parecia estar may relacionado con neoplasias cutiineas, micosis fungoide
(MI), ¥ con su variante leucémica, ¢l sindrome de Sézary. Sin cmbargo, después
de numerosos estudios realizados en estas patologias cutineas, esta relacion no esta
muy clara. Es muy bajo el porcentaje de pacientes con MF clasiticado, que tengan
anticuerpos anti-IITLV-1. Por otra parte, existen trabajos donde consiguen

detectar genoma de 1'VLV-1 en paciemtes con MFE (Zucker-Franklin y cols., 1992).
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Por eso, el HTL V-1 sigue siendo el principal sospechoso en la enfermedad, aunque
la deteccion de particulas viricas solo se consiga en un bajo porcentaje de casos.
En nuestro estudio de 22 muestras de pacientes con MF, no detectamos presencia
de genoma de HTLV-I ni ITTLV-11. Las muestras procedian de biopsias cutdneas,
no disponiendo de imuestra de sangre peribérica para contrastar los resultados

serologicos.
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Caracterizacion fenotipica, secuenciacion
y sensibilidad a zidovudina de aislados
de H'TLV-1I espanoles




1. Caracterizacion fenotipica de los aislados de HTLV-II

1.1. Morfologia y viabilidad celular

Las cinco lineas establecidas, en PBLs de donantes, de los aislados de
HTLV-II, AA, JA, RC1, BF y DP106, fueron tratadas con mitomicina-C (MMC)
con el fin de impedir su crecimiento. Después del tratamiento, estas lineas se
cocultivaron con distintas lineas celulares establecidas; linfociticas T, HuT-78 y
Molt-3; monociticas, U937-2 y THP-1; y linfociticas B, Raji. Asimismo, se
cocultivaron con PBLs de donante sano, para comprobar que la infectividad de
los aislados se mantenia. Como control, para ver la eficacia del tratamiento con
MMC, cada linea celular infectada por los aislados se cultivé aisladamente después
del tratamiento y sin tratamiento, valorando la produccién de antigeno p24 y la

viabilidad celular. Cada ensayo se realizé tres veces por duplicado.

Efecto citopatico de los cocultivos de los aislados BF (A) y RC (B) con la linea
THP-1. A la derecha se muestra el control de células THP-1 sin infectar (C)

Figura 1
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La aparicién de efecto citopaitico (ECI"), Tormacién de sincitios, solo fue
evidente en los cocultivos de los aislados BF ¥y RC con la linea celular THP-1,
como se muestra en la figura 1. Los cocultivos realizados con PBLs de donante
sano, presentait en todos los aislados pequenos sincitios y agrupacion de células
gue son caracteristicos de células transformadas por IFFLV. La aparicion de estos

sincitios se presenta aproximadamente al cabo de dos semanas de cultivo.

La viabilidad celular de los cocultivos desciende ligeramente en los primeros
dias para después estabifizarse entre un 80-90%. La viabilidad de las células
tratadas con MMC, sin cocultivar, desciende rdpidamente hasta llegar a niveles
cercanos al 0% en los 4-5 dias despudés del tratamiento. i deteccion de antigeno

p24 desciende dristicamente en los cultivos tratados con MMC (figura 2).

1.2. Deteccion de antigeno p24 soluble

Los resultados de 1a deteccion de antigeno p24 en los cocultivos a lo largo

de 52 dias de cultivo, son la media de los obtemidos en los tres ensayos realizados,

En la linea celular Raji, los cinco aislados se comportan muy similarmente.
La p24 decae rapidamente, aungque en el cultivo con el aislado RC lo hace mas
lentamente. Al cabo de 52 dias de cultivo presenta un nivel muy bajo de antigeno

(40 pg/ml).

En las lineas linfoides T, Hu'l-78 y Molt-3, se observa pricticamente el
mismo patron de caida en ka deteccion de antigeno. En los cultivos de los aislados
RC y DP106 se detectan alrededor de 100 pg/ml en el dia 13 de cultivo (en las dos
lineas celulares), pero no se puede detectar antigeno en el dia 26, al igual que en

los dems aislados (ligura 3a).
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En el sobrenadante de fa finea monociticas U937-2 de los distintos aislados
se detecta una bajada progresiva de antigeno hasta el dia 26. A partir de ese dia
la deteccion de antigeno se estabiliza en unos 50 pg/ml en todos los aislados. En
la linea THP-1, el aislado AA presenta 200 pg/ml al dia 26 de cultivo, quedindose
en alrededor de 65 pg/ml en el dia 52. El aislado BF se estabiliza en un nivel de
60 pg/ml hasta ¢l dia 52. 191 resto de los aislados decae muy por debajo de estos

niveles (figura 3b).

La deteccion de antigeno en los cocultivos con PBLs es pricticamente
constante durante la realizacion del ensayo, siendo alrededor de 2.000 pg/ml la
cantidad de antigeno en cada cocultive. Por el contrario, la deteccion de antigeno
en los cultivos de los aislados tratados con MMC decae rapidamente, Hlegando a

ser de alrededor de 15-20 pg/ml en ¢l dia 26.

1.3. Amplificacion enzinatica del ADN

La deteccion de ADN especifico se realizo por PCR en lisados de todos los
cocultivos en el dia 52. Se utilizaron para ello los oligonucledtidos 2x1/2x3,
especificos para el gen tax/rex del HITLV-I1. Los resultados de la hibridacion de

los productos de PCR, se muestran en la figura 4.
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Hibridacion de los productos de PCR del gen tax/rex de HTLV-II de los
cocultivos de los aislados con diferentes lineas celulares

Figura 4

Los cinco aislados cocultivados con la linea celular Raji presentan
amplificacion especifica (banda de 445 pb). En las lineas celulares HuT-78 y Molt-
3, no se observa amplificacion en ninguno de los aislados. En las lineas celulares
monociticas, U937-2 y THP-1, se detecta genoma especifico en todos los aislados.

En los cocultivos con PBLs se observa una alta amplificacién en los mismos.

En la figura 5, se muestra el ECP causado por el aislado RC cuando se
cultiva con PBL, y la inmunofluorescencia producida por el AcMo p19 HTLV en
ese mismo aislado. Asimismo se muestra una micrografia electrénica de este
cultivo, con particulas viricas. La preparaciéon de la muestra y la realizacién de
esta micrografia, se realizo gracias a la colaboracién del Servicio de Microscopia

Electrénica del CNBCR, ISCIII.
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Efecto citopdtico producido en PBL por el aislado de HTLV-IT RC (A), al lado se muestra un cultivo

de PBL sin infectar (B). Inmunofluorescencia del aislado RC cultivado con PBL utilizando un AcMo

anti-p19 HTLV-I (C), y el control de PBL sin infectar (D). Micrografia electrénica mostrando
particulas viricas del aislado RC (E)

Figura §
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2. Secuenciacion

2.1 Secuenciacion a partir de células no cultivadas

Hemos secuenciado las regiones conservadas de pol y tax/rex del genoma del
HTLV-II de los cinco aislados (AA, JA, RC1, BF, DPL06). Utilizamos los
oligonucledtidos 12P1/SKI111 para amplificar el gen pol, y los oligonucledtidos
2x2/2x3 para el gen tax/rex. En algunos casos tuvimos que realizar hasta 45 ciclos
de la primera PCR para obtener la cantidad de ADN necesaria para secuenciar,
Para que los resultados fueran lo mis fiables posibles realizamos cada secuencia
dos veces, utilizando en una de ellas ef primer 57 y en la otra el primer 3.
Ademis, cada secuencia se repitio dos veces, utilizando ADN procedente de dos

PCR previas distintas.

Los cinco aislados presentaron la misma secuencia en pol y en tax/rex.

Dicha secuencia se muestra en la figura 6.

Comparando la secuencia del gen pol de cada aislado con la secuencia
correspondiente del prototipo de IITLV-H Mol (Shimotohno v cols., 1985),
observamos 15 mutaciones (4.3%) en un total de 348 nucleotidos secuenciados. De
esas 15 mutaciones, 14 fueron transiciones y 1 fue transversion (C-A en posicion
4846). Tres mutaciones condujeron a un cambio en el aminodcido codificado (Arg-
ITis en posicion 4711, Val-Ile en posicion 4780 ¢ lis-Asn en posicion 4846),

mientras que el resto de las mutaciones no produjeron ningin cambio.

Haciendo a misma comparacion en ¢l gen tax/rex (ORF-1I) de los cinco
aislados, observamos 2 mutaciones (0.49%) de 406 nucledtidos secuenciados.
Estas mutaciones fueron transiciones y produjeron cambio en los aminodcidos

codificados (I'rp-Arg en posicion 7230 y Thr-Ala en posicion 7368).
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De un total de 754 bases secuenciadas, ohservamos 17 mutaciones (2.25%)

con respecto al aislado Mo'l'.

2.2, Variabilidad in vivo

Del caso RC pudimos obtener tres muestras de sangre heparinizada con un
intervalo de tiempo de aproximadamente cuatro meses entre etltas. Kl ADN de
estas muestras fue extraido y secuenciado sin realizar cuoltivo celular. El resultado
de dicha secuenciacion es una secuencia idéntica entre ellas y a la obtenida del

ADN del mismo caso pero de células cultivadas.

2.3. Variabilidad in vitro

Hemos secuenciado los cinco aisltados de HTLV-II cultivados in vitro en
PBLs de donantes. Los cultivos se mantuvieron durante seis meses realiziandose
¢l estudio de secuenciacion al cabo de tres y seis meses de cultivo. El resultado de
lit secuenciacion fue idéntico en los cinco casos, tato cultivados tres como seis
meses. Dicha secuencia es también idéntica a la obtenida del ADN procedente de

células no cultivadas.
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3. Estudio de sensibilidad

a zidovudina (ZDV)

Los aislados AA, RC y DP-106, asi como la linea celular C3/44 (infectada
por IITLV-II) fueron cultivados en ausencia y en presencia de 5 y 10 mM de
zidovudina (ZDV). La valoracion del efecto de este antivirico en la produccion
virica se realizo mediante la deteccion del antigeno p24 en el sobrenadante de los
cultivos (figura 7). La viabilidad celular de los cultivos tue controlada cada dos

dias para comprobar que el antivirico no resultaba toxico (figura §).

Ll ensayo se realizé una sola vez por duplicado y los resultados mostrados
son la media de éstos. La deteccion de antigeno se vealizé al cabo de cuatro, siete
y trece dias del comienzo del cultivo. El aislado AA practicamente no sufre
ninguna variacion en la deteccion de antigeno a lo largo de los 13 dias de cultivo
con ninguna de las concentraciones de antivirico utilizadas. Los aislados RC y DP-
106 presentan una disminucion de p24 en sobrenadante que lega hasta dos veces
con la mayor concentracion de antivirico y en el dia 13 de cultivo. La viabilidad
de estos cultivos no sufre variacion signilicativa, manteniendose alta {(alrededor del
85%) durante todo el ensayo. La linea celular C3/44 Mo, infectada por HTLV-II,
sufre una disminucion de 3.4 veces (en las dos concentraciones de antivirico) en
el dia 4 de cultivo. Esta disminucion llega a ser de hasta 5 veces en el dia 13 y con
5 mM de antivirico. Hlay que tener en cuenta que esta linea celular sufrio un
descenso considerable en su viabilidad, llegando a solo un 45% en los dias 4 y 7
de cultivo. Sin embargo, en el dia 13 Ly viabilidad aumentd hasta cerca del 65%

en ambas concentraciones de antivirico.
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Viabilidad celular

Viabilidad celular de los aislados de H'TLV-11

Figura 8
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Con 1a realizacién de los previos estudios de diagndstico de la infeccion por

HI'TLV-I/11, hemos podido cultivar y aislar cinco ITTLV-H de casos espanoles.
IHasta ahora, segin nuestros conocimientos, es la primera vez que se aisla este
retrovirus en Espuaina, debido posiblemente a la baja incidencia de los virus
linfotrépicos (II'TLVs) en nuestro pais. A esto hay que anadir que el aislamiento
de cualquier retrovirus es uit proceso largo y costoso, con lo gque pocos

laboratorios pueden dedicarse a ello.

Con estos cinco aislados (AA, JA, RCI, BE y DI’106) quisimos llevar a cabo
los estudios de caracterizacion con el fin de conocer mejor la biologia y la
conposicion  genética de  estos  retrovirus. Para  ello, se¢ realizo 1) una
caracterizacion fenotipica mediante infeccion en lineas celulares establecidas de
distintos linajes, 2) un andlisis de la secuencia nucleotidica de los aislados, tanto
in vivo como cultivados in vitro, y realizamos un estudio de variabilidad in vivo de
uno de los wmslados con un intervalo de aproximadamente nueve meses, y 3) se hu
realizado un estudio preliminar de sensibilidad al antivirico ZDV (zidovudina o
azidotimidina, AZ'T), con el lin de comprobar su eficacia en impedir la replicacién

virica {como ocurre con ¢l retrovirus V111,

1. Caracterizacion fenotipica

Como ya se ha dicho anteriormente, estos retrovirus son muy poco o nada
infectivos como particulas libres de células, es decir, tienen que estar asociados a
cClulas para poder ser infectivos. Las cinco lineas establecidas en PBLs de los
cinco aislados se sometieron, por tanto, a cocultivo con lineas celulares de
diferentes linajes. Al tener que utilizar células infectadas, tuvimos que impedir el

crecimiento de éstas para, de esa manera, estar seguros de que si al final del
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ensayo existe replicacion virtea, €sta sea debidia a La infeccion de la nueva linea
celular y no por el simple crecimiento de las células originales. La manera elegida
para impedir Ly replicacion celular de las lineas infectadas fue el tratamiento con
mitomicina-C (MMC), un blogueador de la formacion de huso acrom:tico que

detiene la division celular e impide la mitosis.

Se eligieron lineas linfociticas 'I', Hut-78 y Molt-3, linfociticas B, Raji y
monociticas, U-937-2 y TIHIP-1, como células diana para la infeccion. Asimismo,
utilizamos PBLs no infectados para comprobar que [a infectividad de los aislados

no se pierde tras el tratamiento con MMC.

Durante los 52 dias del ensayo, se observo la aparicion de KCP en la linea
celular THP-1, en cocultivo con los aislados BF y RC, asi como en los cocultivos
con PBLs de los cinco aislados. El resto de los cocultivos no presenté ninguna

caracteristica morfologica distintiva.

Los resaltados obtemidos en los cinco cocultivos con PBI. de donante sano,
pone de manitiesto que la infectividad de las células infectadas tratadas con
mitomicina no se pierde, por tanto, este tratamiento no impide Ly infeccion & otras
células pero si impide su replicacion celular. Sin embargo, los resultados obtenridos
con las otras lineas celulares no son tan evidentes. En general, la p24 decae, en
unos casos nis rdpidamente que en otros, progresivamente, salvo en la linea U-
937-2 donde todos los aislados se estabilizan en aproximadamente 50 pg/ml en los
ultimos dias del ensayo, y en la linea THP-1 donde los aislados AA vy BE se
estabilizan en unos 60-65 pg/ml. En la linea celular RAJI solo se llega a niveles de
unos 40 pg/mi en el din 52 del estudio. Como la deteccion de antigeno en las
distintas lineas celulares no es muy elevada, quisimos comprobar si hubo infeccion
pero que ¢l virus no se replicaba por alguna razon. Para ello, gquisimos detectar
la presencia de acido nucleico (ADN) mediante PCR en el dia 52 de todos los
cocultivos realizados. Por otra parte, subemos que en el dia 52, el cultivo de los

aislados tratados con MMC, solo presenta algunos restos de células (en ningin
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caso células enteras y viables) v ni mucho menos se detectan rastos de antigeno
p24 en el sobrenadante, con lo cual es casi imposible obtener una senal positiva
por PCR de estos cultivos, ya que los posibles restos de ADN podrian estar

completamente degradados.

Amplificamos por PCR-simple la region tax/rex (H'TLV-11), que incluye los
genes relacionados con La regulacion de la replicacion virica. El resultado fue
negativo en las lineas Hut-78 y Molt-3 en los cinco aislados y positivo en las
restantes lineas. Isto indica que hay presencia de provirus en las lineas linfociticas
B y monociticas, y no en las lineas linfociticas T. Es posible que, como
mencionamos antes, se hayan infectado tales lineas, pero que la replicacion virics
se vea de alguna manera reprimida por algun factor celular o que al producirse
fa infeccion se hayan producido genomas detectivos que mmpidan la replicacion
virica, puesto que no detectamos la region gendmica fundamental en la regulacion
de tal replicacion. Hay que destacar fa escasa bibliogralia referente a estos ensayos

fenotipicos en los IITLYV, siendo ain mus escasa en lo referente a I'TLV-11.

2. Secucenciacion

El aislado original de II'TLV-11 (Mo'T} ha sido extensamente caracterizado
y su genoma completo ha sido secuenciado. Hemos comparado las secuencias de

los cinco aislados espanoles con la del prototipo Mol (figura 1).

En el gen pol (nucleotidos 4548-4896, sin incluir [a secuencia de los
nucleotidos), hemos detectado 15 mutaciones de 348 bases secuenciadas que
representan un 4.3% de variacion con respecto a Mo'T'. Una de estas mutaciones
fue una transversion (C — A, 4846), mientras que el resto transiciones. Tres de

estas mutaciones originan un cambio en el aminoicido codificado, Arg — His, Val
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— lle, Ilis — Asn (4711, 4780 v 4846, respectivamente; posiciones del primer

nucledtido del codon).

IEn el gen tax/rex se han detectado 2 mutaciones de 406 bases secuenciadas,

representando un 0.49% de diferencia con respecto a Mol. Las dos ftueros

transiciones v producen sendos cambios de aiminoacidos (Lax/rex ORE-TH, Trp —

Arg, Thr — Ala (7230 y 7368, respectivamente),

Gen pol

Posicion 4623 4(:53\1 4675 | 4077 4712 l 4719 | 4731 4767
Mol T C ¢ \ G (Arg) ' T G
1 { il 1 M i i i
Aislados C 'F g G A (is) A C A
Posicion 4770 4780 4791 4800 48406 4857 | 4803
Mot A Goival) C ¥ C (His) T T
1 H i ¥ 1 i i
Aiskidos G A (Ne} Tt C A (Asn) O C
Gen Lax/rex
IPosicion 723} 7368
Mol T (Frp) A (Thr)
1 i
Aislados C {Arp) G (Ala)

Posicion de los cambios de nucledtidos de fos aistados de II'TLV-II comparado con
la secuencia del prototipo Mol Los cambios de aminoacidos se presentan entre

Paréntesis.,

Figura 1
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‘Tomando estos datos en conjunto, podemos decir que hemos detectado 17
mutaciones en 754 bases secuenciadas, lo que representa una variacion con

respecto a MoT de 2.25%.

En nuestro estudio guisimos secuenciar zonas ya estudiadas por otros
autores, con el fin de hacer un estudio comparativo. Dube y cols. (1993), tienen
un trabajo de secuenciacion de varias cepas de HHTLV-11 procedentes de distintos
individuos del Continente Americano, incluyendo a Indios Tobas (Argentina),
Guaymis (Panama) y Seminolas (Florida). Por otra parte, Hall y cols. (1992)
comunicaron una clara heterogeneidad entre ocho diferentes aislados de IITLV-H
de Norte América, demostrando dos patrones de mapas de restriccion bien
diferenciados en el gen env. Ellos sugirieron que al menos existen dos subtipos de
HTLV-11. Los datos de Dube y cols., concuerdan con esta idea y asi relacionan las
secuencias de RC23723, RAI58Y3, Seminolas, Tobas y Guaymis con un grupo de
virus denominado subtipo B, mientras que el resto de las variantes de H'TLV-11,

incluido el prototipo Mo'l', podrian ser clasificadas comeo subtipo A.

Nuestros datos de secuencia del gen pol, nucleotidos 4757-4896, que son los
secuenciados por el grupo de Dube, presentan un patron muy similar al
presentado por los aislados del subtipo B. In ka figura 2, comparamos la secuencia
de los aislados espanoles con algunos aislados de ITTLV-I secuenciados por Dube
y cols. La comparacion de uno de esos atslados de 1II'TLV-11 (RC23723) con los
HTLV-II espainioles en el gen tax/rex, confirmaria el patrén de subtipo B de éstos,
al concidir ka mutacion en posicion 7368 (A — (), Es interesante decir que esta
musma ndacion se ha observado en aislados de H'TLV-11 de Indios Seminolas y
Guaymis (Nishimura y cols., no publicado, citado en ¢l trabajo de Dube y cols.,
1993). La mutacion que encontramos en posicion 7230 no se pudo comparar

porque secuencian a partir de la posicion 7267.
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3. Sensibilidad a zidovadina

La zidovudina (ZDV; o azidotimidina, AZ'T) es un anilogo de nucleodsido
que actua a nivel de la transeriptasa inversa, impidiendo la replicacion virica. Al
tener un grupo azida en 3°, una vez incorporado a la cadena de ADN, en el
proceso de transcripcion inversa, impide que un nuevo nucledsido se una en 3°,

bloqueando asi la elongacion de la cadena de ADN.

Con este ensayo hemos intentado conocer si realmente el ZDV actia sobre
los aislados de IITLV-I, como ocurre con los retrovirus VIH y II'TLV-1, hecho
descrito extensamente en el caso del VIH y muy poco en HTLV-1 (Matsushita y
cols., 1987). Kl bajo numero de trabajos de sensibilidad a este tipo de antivirico
realizados en HTLV-L, indican que el ZDV impide eficazmente la replicacion
virica in viltro, no obstante, estudios realizados in vivo no han ofrecido ningan
resultado positivo a este respecto. Si los trabajos en II'TLV-I son escasos, los de
HTILV-II lo son mucho mas, de hecho no hemos encontrado ningan trabajo que

contemple este tipo de ensayos in vitro.

Sdlo pudimos realizar el ensayo con los aistados AA; RC y DP-106. También
realizamos el ensayo con una linea celular intectada por HTLV-1I, C3/44 Mo. Los
resultados obtenidos hay que examinarlos teniendo en cuenta que solo se ha
realizado una vez por duplicado. La imposibilidad de realizar el ensayo varias
veces con el fin de comprobar su repetibilidad, nos obliga a considerar este ensayo
COIMO un prinler acercamiento - sin confirmacion - al problema de 1a sensibilidad
a antiviricos de los II'TLV-11. De cualquier manera, se decidié incluirlo con el

propostto de que sirviera como antecedente en un posible estudio futuro.
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1. En el estudio de la poblacion africana (Guinea Ecuatorial), hemos detectado
una prevalencia de la infeccion por IFTLY, en poblacion general, de 0.7%. Hay
que destacar ia presencia de infeccion por HITLV-H en estos sueros, ya que es una
zona endémica de HTLV-1L, aunque algunos autores recientemente han descrito la

presencia de HHTLV-1l en determinadas zonas de Alvica.

2. Hemos podido demostrar una prevalencia en el estudio de poblacion general de

Portugal de 16/100.000, y debida a infeccion por IF'TYLV-1.

3. Los resultados de infeccion por HTLYV entre donantes de sangre en Espaia, no
nos ha permitido detectar la presencia de HH'TLV en una muestra de cerca de
22.000 donantes. De este estudio, podemos deducir que fa prevalencia es
posiblemente i1gual o menor de 4/100.000, mucho menor que Iy detectada en
Portugal (16/100.000) y posiblemente muy similar a la descrita en estudios
realizados en Francia (4.3/100.0060}, paises limitrofes al nuestro. Esto indica Ia
necesidad de seguir realizando estudios de prevalencia con una muestra mayor,
asi como valorar ka posible necesidad de la aplicacion rutinaria de téenicas de
deteccion de anticuerpos en los Bancos de Sangre espaiioles, como ocurre en

Estados Unidos y Francia.

4. Hemos podido detectar una prevalencia de la infeccion por HTLV entre
poblacion con practicas de riesgo (ADVP) en Espana, de alrededor del 1% (1/149).
Esta prevalencia es mucho menor a la descrita en Italia donde alcanza un 5%.
Adenuis, la infeccion detectada en Espana lue debida a 1IFPLV-11, hecho que esti
de acuerdo con el conocimiento general de que ka infeccion por ITLYV entre

individuos con esta practica de riesgo, es mayoritariamente debida a HTLV-I1.

5. En las muestras analizadas procedentes de Micosis fungoide, no hemos podido
detectar la presencia de ITTLV-I/1L, 1o que podria apoyar que la relacion entre

estos retrovirus y este tipo de pitologia, no esti todavia bien establecida.
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6. Ll estudio realizado en una pareja, nos ha permitido describir una posible

transmision sexual del HTLV-II, via de transmision no hien descrita hasta 1992,

7. lHemos podido aiskar cinco HTLY-IT espanoles, cuyas caracteristicas fenotipicas
muaestran una cierta capacidad de infeccion en lineas celulares hinfociticas By
monociticas, aunque la replicacion en éstas no ha sido muy evidente. Sin embargo,
[a infeccion y replicacion viricas han sido muy altas en linfocitos de sangre
periférica. También hemos podida aproximarnos al estudio de la sensibilidad al
antivirico zidovudina, aprecimdo una signilicativa reduccion en la replicacion

virica de alguno de tos aislados.

8. Las caracteristicas genotipicas de estos aislados, reflejadas en un estudio de
secuenciacion en dos regiones de su genoma, nos muestran gue presentan una
secuencia idéntica entre ellos y con una divergencia del 2.25% con respecto al
prototipo de HHTLV-11, MoT. El an:ilisis de la secuencia de estos aislados nos ha

permitido clasificarlos dentro del subtipo B de los IITLV-I,

9. El estudio de variabilidad genética, tanto in vive (en un solo aislado) como in
vitro, esti de acuerdo con la idea de la poca o nula variabilidad de estos
retrovirus, al no haber detectado ninguna mutacion en tres muestras consecutivas
de un aislado, ni en los cultives in vitro realizados durante seis meses en todos

ellos.

10. El desarrollo de este trabajo nos ha permitido el aislamiento de los primeros

HTLV-II espaioles vy su caracterizacion molecular.
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