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VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO 1y 2 (HTLV-1/2) EN ARGENTINA:
FRECUENCIA DE INFECCIONES Y ENFERMEDADES ASOCIADAS EN UN
CENTRO DE REFERENCIA DE BUENOS AIRES, GENOTIPOS CIRCULANTES Y

FACTORES GENETICOS

Se estima que de 15 a 20 millones de personas estan infectadas con el
HTLV-1y de 3 a 5 millones con el HTLV- 2 en el mundo. Para ambos virus existen
areas endémicas con comunidades de originarios naturalmente infectados por uno
de los tipos virales. La mayoria de ellos permanecen asintomaticos durante toda la
vida y solo entre el 3 y 5% desarrolla una de las dos patologias asociadas al
HTLV-1, la Leucemia a Células T del Adulto o la Mielopatia asociada al HTLV-1/
Paraparesia Espastica Tropical. Es por ello, que el riesgo de desarrollar o no la
enfermedad estaria influenciado por otros factores, ya sea virales, del
medioabiente o del huésped.

El objetivo principal de esta tesis fue aportar mayores conocimientos sobre
el HTLV 1 y 2 en Argentina, a través de un analisis descriptivo de los casos
estudiados por el Grupo HTLV de Medicina Traslacional del Instituto de
Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y SIDA (INBIRS), de las cepas
circulantes y mediante la identificacion de polimorfismos especificos de HLA
relacionados con el desarrollo 0 ausencia de patologias asociadas al HTLV-1.

Si bien nuestro pais es endémico para el HTLV-1 en el Noroeste (Jujuy y
Salta) y para el HTLV-2 en la Region Chaquefia (Chaco y Formosa), este trabajo
de tesis confirma que ambos virus circulan en todas las provincias del pais y que
ambos son detectados en poblaciones no vulnerables como puede ser la de
donantes de sangre. Deja establecido que una confirmacién molecular y la
necesidad de contar con laboratorios de referencia a nivel nacional es muchas
veces necesaria para llegar a un diagnéstico definitivo.

Los estudios filogenéticos identificaron Unicamente al subtipo Cosmopolita
subgrupo Transcontinental (Aa) del HTLV-1 en casos con patologia y confirmaron
nuevamente a este subtipo como mayoritario en el pais. En base a los
antecedentes epidemioldgicos, se infiere que estas cepas podrian haber sido
introducidas en la poblacién caucéasica de areas no endémicas tiempo atras a
partir de ascendientes originarios, o bien por contacto con individuos infectados o
de areas endémicas, como Perl, para estos retrovirus.

Se describen las caracteristicas epidemiolégicas de casos de ATLL y
HAM/TSP, los niveles de carga proviral asociados a ellas y por primera vez se
identifican alelos reportados como susceptibles para las patologias asociadas,
como el HLA-A*33, previamente descrito como protector en Jamaica.

Los datos de esta tesis brindan datos concretos sobre la necesidad de
incluir a estos retrovirus en un programa nacional del ambito de la Salud Publica,
con el fin de implementar medidas de vigilancia que considere la capacitacion de
profesionales para realizar su diagnostico y brindar la informacion necesaria en
relacion a la atencion primaria y seguimiento de pacientes.

Palabras clave: HTLV-1/2, EPIDEMIOLOGIA, FILOGENIA, ATLL, HAM/TSP,
CARGA PROVIRAL, HLA, ARGENTINA.
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ADN
ARN
ARNmM
ATLL
CMH

ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Leucemia Linfoma a Células T del Adulto/ Adult T-cell Leukemia Lymphoma
Complejo Mayor de Histocompatibilidad

CMSP/PBMC Células mononucleares de sangre periférica/ Peripheral Blood Mononuclear

CREB

env

gag
GM-CSF

GLUT-1
HAM/TSP

HBZ
HIV
HLA
HSPGs
HDAC-1
HMT
HTLV
ICAM-1
IL-2
LAV
LFA-1

LOD
LTR
MA

Cells

Elemento de unién en respuesta al AMPciclico/ cAMP Response element
binding

gen codificante de proteinas de envoltura virales

gen codificante de proteinas de capside Gag virales

Factor estimulante de colonias granulocitico-macrofagos/ Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor

Transportador de glucosa 1

Mielopatia asociada al HTLV-1/ Paraparesia Espastica Tropical/ HTLV-1
associated myelopathy/ Tropical Spastic Paraparesis

Cierre basico de leucinas de HTLV-1/ HTLV-1 Basic Leucine Zipper
Virus de la Inmunodeficiencia Humana/ Human immunodeficiency virus
Antigeno leucocitario humano/ Human leukocyte antigen

Proteoglicanos de Heparan sulfato/ Heparan sulphate proteoglicans
Histona deacetilasa/ Histone deacetylase 1

Histona Metilasa/ Histone metilase

Virus Linfotropico T Humano/ Human T cell Lymphotropic Virus
Molécula de adhesion intercelular 1/ Intracellular adhesion molecule 1
Interleuquina 2

Linfoadenopatia asociada a virus/ Lymphadenopathy Associated Virus
Antigeno asociado a la funcién de linfocito/ Lymphocyte function-associated
antigen 1

Limite de deteccion/ Limit of detection

Repeticiones terminales largas/ Long terminal repeats

Proteina de matriz
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MIQE

MTOC
NfkB
NK

NP
NRP-1
ORFs
PNH
PTLVs
Rex

RRE
SIDA
STLVs
Tax
TGF-B
TRE
uDI
VRS

Informacion minima para la publicacion de experimentos en PCR en tiempo
real/ Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments

Centro organizador de Microtabulos/ Microtubule-organizing center
Factor nuclear Kappa B/ Nuclear factor Kappa B

Células asesinas naturales/ Natural killer cells

Nucleoproteina

Neuropilina-1

Marcos abiertos de lectura/ Open Reading Frame

Primates no humanos

Virus Linfotropico T de Primates/ Primate T cell Lymphotropic Virus
Regulador de la expresion de la region X/ Regulator of expression from X
region

Elemento de respuesta a Rex/ Rex responsive element

Sindrome de Inmunodeficiencia Humana

Virus Linfotrépico T Simianos/ Simian Lymphotropic T Cell Virus
Transactivador de la region X/ Transactivator from X

Factor de crecimiento tumoral 8/ Tumor growth factor- 8

Elementos de respuesta a Tax/ Tax responsive elements

Usuario de drogas inyectables

Virus del Sarcoma de Rous
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El Virus Linfotrépico T Humano tipo 1 (HTLV-1), primer oncoretrovirus
humano descubierto en 1980, es el agente etioldgico de la Leucemia/ Linfoma a
Células T del Adulto (ATLL), la Mielopatia Asociada al HTLV-1 o Paraparesia
Espastica Tropical (HAM/TSP), y otras patologias de tipo inflamatorias como la
uveitis, dermatitis infecciosa, polimiositis, sinovitis, neumonitis bronqueoalveolar.
Se estima que el HTLV-1 infecta entre 15 a 20 millones de personas en el mundo,
y si bien la mayoria de los individuos infectados permanecen asintoméaticos
durante toda su vida, del 1 al 5% de la poblacion infectada desarrollara una de las
dos enfermedades asociadas mas frecuentes (HAM/TSP o ATLL) [1]. El riesgo de
desarrollar alguna de ellas, estaria determinado por la via de infeccion, la carga
proviral, la eficacia de la respuesta inmune y factores genéticos del huésped que
determinan la susceptibilidad o proteccion frente a la enfermedad [2, 3].

El Virus Linfotropico T humano tipo 2 (HTLV-2); segundo oncoretrovirus
humano descrito en 1982, comparte el 65% de homologia con el HTLV-1 en su
estructura gendémica y propiedades bioldgicas [4]. Se estima que el HTLV-2 infecta
de 3 a 5 millones de personas en el mundo y al igual que el HTLV-1 es endémico
en diferentes regiones determinadas [5]. Si bien al HTLV-2 no se lo considera
causante de una patologia especifica, se lo ha relacionado a sindromes
neurologicos similares a la HAM/TSP y a un aumento en la incidencia de
infecciones y mortalidad [5-7].

Los virus HTLV-3 y HTLV-4 fueron descubiertos en el afio 2005. El HTLV-3
fue hallado en individuos procedentes de Camerun, del cual se han descrito cuatro
cepas; y el HTLV-4 se aisl6 de un cazador de primates no humanos (PNH) de
Camerun [8, 9]. Los pocos casos descritos hasta el momento para ambos virus se
delimitan a poblaciones de Africa Central [10].

HISTORIA

El virus del sarcoma de Rous (VRS), responsable del sarcoma de pollo, fue
el primer retrovirus oncogénico descrito y descubierto por Peyton Rous en 1911
[11]. Décadas mas tarde Temin y Baltimore, comprobarian la existencia de la

transcriptasa reversa o ADN (acido desoxiribonucleico) polimerasa ARN (acido

Pagina 14



ribonucleico)- dependiente (enzima capaz de sintetizar ADN a partir de ARN)
codificada por el genoma del RSV, lo que permitiria comprender como un genoma
viral a ARN es capaz de integrarse al genoma del huésped en forma de ADN [12].

En 1976 el hallazgo de la Interleuquina 2 (IL-2) permitiria mantener
linfocitos humanos en cultivo por periodos mas largos, y facilitaria el
establecimiento de lineas celulares humanas [13, 14]. Un afio mas tarde, el grupo
del Dr. Takatsuki describié un tipo de leucemia frecuente en Japon y sugeria que
un virus podria ser el agente causal de esta enfermedad, al observar produccion
de particulas virales en linfocitos de un paciente con ATLL [15, 16].

El virus HTLV-1 fue descrito en 1980 por el Dr. Poiesz en Estados Unidos,
quien aisla este primer retrovirus humano, a partir de una linea celular derivada de
un paciente con ATLL [17]. Posteriormente Hinuma y colaboradores, demostraron
en 1981 la presencia de anticuerpos anti-HTLV-1 en sueros provenientes de
pacientes con ATLL [18].

Dos afios después, el Dr. Kalyanaraman y colaboradores aislan el HTLV-2 a
partir de células de un paciente norteamericano que padecia una leucemia atipica
a células vellosas [19]. Un par de afios mas tarde, el mismo grupo realiz6 un
segundo aislamiento a partir de otro paciente que padecia el mismo tipo de
enfermedad hematoldgica [20].

En 1984, simultaneamente en Francia y en Estados Unidos, los

Investigadores Luc Montagnier y Robert Gallo identificaron un nuevo retrovirus,
causante del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), denominado
inicialmente como LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) por el grupo francés
y como HTLV-Ill por el grupo estadounidense. Finalmente, en 1986, el Comité
Internacional de Taxonomia Viral reemplaz6 ambas denominaciones por el de
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) [21].
Veinte afios mas tarde, en el 2005, los grupos del Dr. Gessain y del Dr. Switzer
reportaron el descubrimiento del HTLV-3 en individuos asintomaticos de Camerun.
Ademas, el mismo afio, Wolfe y colaboradores dieron a conocer la existencia de
un cuarto tipo viral detectado en un individuo de Camerun, clasificandolo como
HTLV-4 [8, 9].
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CLASIFICACION

Los retrovirus humanos HTLV se agrupan dentro de la familia Retroviridae,
subfamilia  Orthoretrovirinae, genero  Deltaretrovirus, [22] y derivan
filogenéticamente de los Virus Linfotropicos T Simianos (STLV) [23].

Los HTLVs y STLVs se agrupan dentro de la familia de Virus Linfotropicos
T de Primates (PTLV), los cuales comparten una serie de caracteristicas
moleculares y epidemioldgicas. Los virus HTLV-1 y STLV-1 conforman el grupo
PTLV-1, el virus HTLV-2 y STLV-2 se encuentran dentro del grupo PTLV-2, el
grupo PTLV-3 esta constituido por los virus HTLV-3 y STLV-3, y por ultimo el
HTLV-4 y su homdlogo simiano STLV-4 han sido aislados en la misma regién
africana que el HTLV-3 (Figura 1). Se ha encontrado que la cepa Mac B43
originada de Macaca arctoides es altamente divergente de STLV-1/HTLV-1 y es
considerada por algunos autores como STLV-5 por su gran diversidad genética,

aunqgue la mayoria aun la consideran un subtipo de STLV-1 [24].

STLV-5
Variant STLV-1

0.1
gag-pol-env-tax - 7075 pb

Figura 1. Arbol filogenético de la familia de PTLVs (Método Neighbor-joining) en base a 7075 pb
de los genes gag, pol, env y tax. Las cepas humanas de HTLV-3 y HTLV-4 se indican en negrita.
Adaptado de Mahieux et al.,2011.
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ESTRUCTURA VIRAL

La particula viral esta formada por una nucleocapside icosaédrica de 110 a
140 nm de diametro, envuelta por una membrana lipoproteica que contiene el
genoma viral formado por ARN de simple cadena, encontrandose dos copias por
cada particula viral. EI ADN proviral es sintetizado a partir de ARN viral por la
enzima transcriptasa inversa produciendo ADN de doble cadena que luego es
integrado al genoma del huésped [25]. En este estado el genoma viral es llamado
"provirus" el cual puede permanecer como tal por varios afos, hasta que en algun
momento por razones aun no esclarecidas puede continuar su replicacion y
producir nuevas particulas virales. La transcripcion del provirus es llevada a cabo
por la maquinaria celular, la cual no es capaz de distinguir sefiales virales de las

propias [25].

Integrasa

Transcriptasa
reversa

Proteasa

Genoma ARN (+):

Figura 2. Estructura de la particula viral de los HTLVs.Adaptado de la tesis de Nicolas Larrosa

En cuanto al componente proteico de origen viral, éste se halla
representado por un multimero de dos glicoproteinas de envoltura: gp46 (externa
o de superficie) y gp21 (de transmembrana). La primera es la que se adsorbe al
receptor celular y tiene capacidad de producir la sintesis de anticuerpos
neutralizantes en el huésped infectado. La segunda, mantiene al complejo gp21-
00000gp46 en la superficie del virion y participaria en el proceso de fusion. Por
dentro de la envoltura lipidica se encuentra la capside externa, un poliedro de 60
caras triangulares, constituida por la proteina p19 conteniendo al core o nucleo

viral, que se encuentra formado por una segunda capside interna de proteina p24.
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El core encierra el genoma (dos moléculas idénticas de ARN unidas a la
nucleoproteina pl5) junto con enzimas que resultan fundamentales para
completar el ciclo viral. Entre ellas estan la transcriptasa reversa con su actividad
ADN polimerasa ARN dependiente-ribonucleasa H, cuya funcién es generar un
ADN complementario (ADNCc) y desintegrar la cadena de ARN; la integrasa, que
permite la unién covalente del virus al ADN celular; y la proteasa que cliva las

proteinas producto de los genes (Figura 2) [26].
Organizacion gendmica, expresion y funciones biologicas del HTLV-1

El genoma del HTLV contiene tres genes estructurales que codifican las
proteinas virales de envoltura (env), capside (gag) y polimerasas (pol), genes
reguladores de la replicacion viral y secuencias LTR (repeticiones terminales
largas) en cada extremo (Figura 3). La traduccion de las proteinas para las cuales
codifican los tres genes gag, pro y pol se realiza a partir de un ARN mensajero
(ARNmM) que no sufre splicing formandose un polipéptido precursor de las tres
proteinas de la nucleocéapside (pl9, p24 y pl5), la proteasa y la transcriptasa
reversa. La transcripcion del provirus genera tres moléculas diferentes de ARNm.
El ARN de mayor tamafio llamado ARN gendmico del cual depende la sintesis de
las proteinas virales que se derivan en los genes gag y pol y que puede ser
utilizado para ser encapsidado dentro de las nuevas particulas virales o bien
puede ser traducido para producir un precursor de 55pb. Superpuesto a estos
genes se encuentra el gen pro que corresponde a un ORF (marco de lectura
abierto) de 703 nucledtidos el cual codifica para la enzima proteasa (14 kDa)
generada por procesos de autoclivado. El segundo ARNm codifica para el gen env
del cual deriva un precursor de 61-69Kd, dependiendo el grado de glicosilacion.
Por dltimo, un tercer ARNm codifica las proteinas regulatorias de la region pX:
p40Tax  p27Rex  p21Rex HBZ (cierre basico de leucinas de HTLV-1), y otras
proteinas accesorias como p12, pl13, y p30 en el HTLV-1 y pl10, pl11 y p28 en el
HTLV-2 [27].

Del mayor ARN gendmico se genera un precursor de peso molecular de 55

Kd (p55), el cual es clivado por proteasas virales dando lugar a las proteinas de la
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nucleocapside: pl5, pl9 y p24 que corresponden a la nucleoproteina (NP),
proteina de matriz (MA) y la proteina de la capside (CA), respectivamente. La p24
presenta el mayor porcentaje de identidad en su secuencia aminoacidica (85 a
91,6%) entre los HTLV-1, 2, 3y 4, y es la responsable de la inmuno-reactividad
cruzada para los antigenos p24 que se observa en estos virus [28].

El gen pol codifica para la enzima transcriptasa reversa en el extremo amino-
terminal y para la integrasa en el extremo carboxilo-terminal, ambas implicadas en
la sintesis e integracion del virus en el genoma del huésped en forma de provirus.
Si bien no se conoce la estructura y conformacion natural de la transcriptasa
reversa de los HTLVs, se sabe que la enzima no posee actividad correctora
("proofreading"), existiendo la posibilidad de introducir errores en cada ciclo
replicativo, y con ello, generar variabilidad genémica [29].

Un segundo ARNm codifica para la proteina precursora (gp61) de la regiéon
env, la que posterior a procesos de digestion enzimatica y glicosilacion origina dos
glicoproteinas: una de transmembrana (gp21) y otra de superficie (gp46); la
traduccion de estas proteinas ocurre luego de un splicing simple del
correspondiente ARNm [30, 31]. El tercer ARNm, derivado de la region pX
contiene dos genes, tax (p40) (“trans-activator from X*) y rex (“‘regulator of
expression from X”), los cuales no se encuentran presentes en la mayoria de los
retrovirus, y sintetizados a partir de un mismo ARNm policistrénico mediante
splicing alternativo [25, 32, 33]. La proteina Tax es un transactivador de la
trascripcion de los genes virales y de algunos genes celulares, mientras que la

proteina Rex actia como un regulador post-transcripcional [26].
Secuencias LTR

Las secuencias LTR (755pb), que flanquean el genoma proviral en sus
extremos 5 y 3’, son regiones no codificantes esenciales para la replicacion viral, ya
gue son blancos de la integrasa, contienen sitios de fijacion para la ARN polimerasa,
promotores de la transcripcion del ARN viral y son responsables de iniciar y regular la
expresion viral. Hacia el extremo 3’, la regidn es conservada y las islas CpGs son

hipometiladas, indicando que la transcripcion desde 3" es requerida para las
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células infectadas [34]. EI LTR se divide en U3, R y U5. Las secuencias de HTLV-
1 son secuencias muy largas (174 pares de bases para U3, y 224 pares de bases
para U5), comparadas con otros retrovirus. La region U3 es de importancia
significativa en la transcripcion mediada por Tax. Esta regién contiene tres
elementos de respuesta a Tax (TRE-1) y cada uno es capaz de reclutar el
complejo Tax/CREB(cAMP Response Element Binding) /CBP/p300. TRE muestra
tres dominios: A, By C, en la cual B en conjunto con A o C es requerida para el
complejo Tax/CREB/CBP/p300 para unirse al LTR [35]. La region U3 contiene el
promotor virico que contiene la caja TATA, la sefial de poliadenilacion (AATAAA),
y otros elementos reguladores como los amplificadores de respuesta a Tax que
contienen tres repeticiones de una secuencia de 21 pb llamadas TRE (Tax
response elements), que corresponden a sitios de fijacion para numerosos
factores de transcripcion de origen celular y de proteinas virales, implicadas
ademas en el control del nivel de transcripcion del ARN viral mediado por Tax. La
regién R contiene el sitio de iniciacion de la transcripcion, el sitio de poliadenilacion
y la mayor parte de la secuencia implicada en la formacién de la estructura RRE
(Rex responsive element). La regién U5 contiene el sitio ATT, fundamental en la
integracion del provirus (Figura 3) [36]. El genoma viral se integra al genoma
celular al azar. EI HTLV-1 integrado al genoma celular posee 9032 bp, iniciandose
la transcripcion del mismo en la regién R del 5'LTR [30].
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Figura 3. Organizacion genémica del HTLV detallando TRE (Elementos de Respuesta a Tax) y la
interaccion entre el TRE-1 y complejo Tax/CREB/CBP/p300. Adaptado de Currer et al.,2012

contiene al menos cuatro marcos de lectura abiertos (ORF-I a 1V) que codifican tanto
para proteinas reguladoras, importantes para la regulacion de la replicacion viral (Tax,
Rex, HBZ) como para proteinas accesorias (p12, p13, p30 en el HTLV-1, y p10,
pll y p28 en el HTLV-2, entre otras [27]. La proteina Tax regula la transcripcion

genomica mientras que Rex promueve el procesamiento y exportacion nuclear del

simple o doble splicing. Los genes reguladores codifican para proteinas de
regulacion de la transcripcion del ARN viral (p40™, p27Rex, p21ReX), las que
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probablemente desempefian un papel en el establecimiento de la infeccion latente.
El ORF-l codifica para la proteina pl12', probablemente implicada en la
transformacién celular y que se uniria a las cadenas B y y del receptor de la IL-2,
interfiriendo en su transporte hacia la superficie celular. EI ORF-II lo hace para las
proteinas p13" y p30", mientras que el ORF-IlIl para p27™ (0o Rex) y p21'*
(molécula truncada de Rex) y el ORF-IV para p40® (o Tax). A su vez, el gen
regulador tax codifica para una fosfoproteina de 40 kDa en el HTLV-1 (p40%) y de
37 kDa en el HTLV-2 (p37%), que permiten la iniciacion de la transcripcion viral
actuando en forma trans sobre el promotor viral TRE (Tax Responsive Element) y
sobre promotores de algunos genes celulares [37]. La produccion de las proteinas
Tax y Rex involucra un doble splicing del ARNm; mientras que para las demas
proteinas, involucran diferentes formas de splicing alternativo [38]. De esta manera
la proteina p40™ acttia sobre el promotor viral TRE y promotores celulares implicados en
la activacion, division y proliferacion de células infectadas, constituyendo uno de los
primeros factores virales involucrados en el proceso de carcinogénesis atribuido a la
infeccion por HTLV-1, mientras que la proteina p27"™* disminuye tanto su propia expresion
como la de la proteina p40™ [32].

Proteina Tax

La oncoproteina Tax, de 42 kDa, es un transactivador de la trascripcion de
los genes virales, siendo esencial en la replicaciéon de los HTLVs, ya que
desregulariza la proliferacion de la célula infectada y participa en la activacién de
algunos genes celulares [39]. Dentro de las funciones importantes de Tax en el
proceso de malignidad se encuentran: la activacién de la via NF-kB al unirse a
IKKY, progresion del ciclo celular alterando la via de las quinasas dependientes de
ciclina (CDKs), induccién de aneuploidia a través de la interaccion con proteinas
Tax 1BP2 y RANBP1 y alteracién en los procesos de reparacion del ADN
inactivando p53, CHK1 y CHK2 [40].

Tax transactiva la transcripcion del genoma de HTLV actuando sobre la
region LTR en la regién del promotor hacia el extremo 5°, mediante la interaccién

con la proteina CREB y la formacién de un complejo ternario Tax/CREB/promotor,
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libera al genoma de la actividad de proteinas represoras de la transcripcion, como
la histona deacetilasa-1 (HDAC-1) y la histona metilasa (HMT) al interactuar con
ellas [39].

Tax es capaz de mediar la activacion de factores de trascripcion de varios
genes del huésped que intervienen en el crecimiento y diferenciacion celular,
como el gen de la cadena a del receptor para IL-2 (IL- 2r a), el de la cadena
homénima del receptor para IL-15 (IL-15r a), el de las citoquinas IL-2, IL 13 e IL-
15, el factor de crecimiento tumoral B (TGF-B), los oncogenes c-fos y c-erg, el
factor estimulante de colonias granulocitico- macrofagos (GM-CSF), gracias a la
activacion del factor NF-kB, (Nuclear Factor kappa B), el cual es capaz de inducir
la transactivacion de estos genes [35]. El factor NF-kB es a su vez activado por
Tax al promover su liberacion del complejo formado con IkB (que lo mantiene
secuestrado en el citoplasma) mediante la fosforilacion de ésta por la quinasa IKK
(IkB Kinasa), la que constitutivamente es activada en las células infectadas por
HTLV-1 por TAK-1 (TGF-B Activator Kinase). Tax no solo activa TAK-1 sino
también promueve el reclutamiento de IkKK hacia TAK-1, para favorecer su
interaccion [35]. La activacion del factor NF-kB mediada por Tax resulta critica
para establecer el proceso de tumorogénesis. La desregulacion del ciclo celular,
con la consecuente inmortalizacién de la célula, y el desarrollo de los procesos
leucémicos también se hallan mediados por la activacién del factor CREB ya
mencionado [31].

Si bien Tax actia como activador transcripcional de muchas moléculas
también actla reprimiendo la transcripcion de otras [41]. Por otro lado, interfiere
con las funciones de otras moléculas, en general por union directa a ellas,
induciendo la inestabilidad genética y permitiendo a la célula infectada por HTLV-1
escapar del mecanismo de apoptosis (muerte celular programada). Tax también
inhibe las sefales del TGF-B (citoquina que suprime el crecimiento de las células
tumorales) y es asi como la célula infectada logra escapar a la inhibicién del
crecimiento celular mediado por TGF-B (Figura 4). Aunque Tax promueve la
proliferacion de las células infectadas, también es capaz de generar respuesta

inmune y es el blanco de la accién de los linfocitos T citotéxicos (CD8 positivos)
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[42]. Tax es una proteina viral importante en la replicacion y proliferacion de las

células infectadas.
Factor de transcripciéon HBZ

El gen HBZ codifica para el factor de transcripcion HBZ codificado en la
cadena complementaria del ADN proviral del HTLV-1, el cual posee dominios de
cierre de leucina mediante los cuales interacciona con c-Jun, JunB o CREB-2 y
suprime la transcripcion viral mediada por Tax sobre el 5’LTR. Ademas, el HLA
(Antigeno leucocitario humano) forma heterodimeros con proteinas de la familia
CREB e interactua con el factor 3 (ATF3) interfiriendo con la activacion de p53 por
ATF3, lo que sugiere un efecto anti-apoptético de HBZ [43].

La expresion de la proteina HBZ es fundamental ya que se encuentra
asociada al mantenimiento de la leucemia. Esta proteina es estimulada por Tax,
aunqgue el efecto es dependiente del sitio de integracion proviral. A su vez, HBZ
inhibe el efecto transactivador que ejerce Tax sobre los genes virales. Asi, las
actividades que promueven el crecimiento mediado por Tax es contrarrestado por
HBZ al mitigar la proliferacion desenfrenada (Figura 4). Seguido de esto, se

produce la activacion de la respuesta inmune [39].
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Proteina REX

La fosfoproteina Rex de 27kDa codificada por el ORF lll, posee accion post-
transcripcional uniéndose a elementos respondedores en las regiones U3 y R del
3'LTR y aumentando la proporcion de los transcriptos sin splicing o con splicing
simple (ARNm gag/ pol y env, respectivamente), requeridos para la sintesis de las
proteinas estructurales. Asi, la proporcidén de los transcriptos con mayor grado de
splicing (ARNm tax/rex) es menor y, de este modo, la produccion de las proteinas
regulatorias Tax y Rex se ve suprimida. Hay evidencias de que la proteina Rex
también interacciona con Tax durante el control de la transcripcion; a bajos niveles
de Rex, ésta aumenta la transactivacion mediada por Tax, mientras que a altas

concentraciones, Rex actua como inhibidor [44].
Proteina p27rex

La p27™X, de igual modo que Rev en el HIV-1, induce el pasaje de ARNs
no clivados hacia el citoplasma e inhibe la expresién de los ARNs doblemente
clivados, favoreciendo asi la sintesis de proteinas virales estructurales [45]. El
extremo carboxilo-terminal de Rex codifica a una proteina de 21 kDa (p21rex)

cuya funcion todavia se desconoce [46].
Proteina p12!

Esta proteina es importante en la activaciéon de células del huésped en
estadios tempranos marcando la pauta en el establecimiento de la infeccién por
HTLV-1. Posee capacidad de union al CMH-I (Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase 1) disminuyendo su expresion en la superficie de la
célula infectada y protegiendo al péptido viral de la lisis por linfocitos T
citototoxicos. Posee una débil actividad oncogénica y se ha encontrado unida al
receptor de la Interleuquina 2 (IL-2r) [32].
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Organizacion genémica del HTLV-2

La secuencia nucleotidica del HTLV-2 posee un 60%-70% de homologia
con el HTLV-1. Posee genes gag, pol, y env que codifican para proteinas
estructurales y una regién pX que codifica para las proteinas regulatorias Tax y
Rex y para proteinas accesorias. Tax (p37 para el HTLV-2 o Tax-2) y Rex
(isoformas p24 y p26 en HTLV-2) presentan funciones analogas a las del HTLV-1.
Tax aumenta la tasa de trascripcidbn por accién sobre los LTRs, modula la
trascripcion, la actividad de numerosos genes involucrados en el crecimiento, la
diferenciacion celular, reparacion del ADN y transformacion celular con capacidad
oncogénica (si bien en menor medida que el HTLV-1) [47, 48]. Se sugiere que la
menor potencia oncogénica de Tax-2 puede deberse a la ausencia de los motivos
presentes en Tax-1. La proteina Rex truncada del HTLV-2 es la p22/20. Asimismo,
la proteina p28 del HTLV-2 posee gran homologia con p30 de HTLV-1 codificada

por el ORF-II de la region pX, y posee similitud en su accion [47, 48].
CICLO BIOLOGICO Y VARIABILIDAD GENOMICA DE LOS HTLVS

El ciclo de replicaciéon de los HTLVs, como en otros virus, puede dividirse en
las siguientes etapas: adsorcion, penetracion de la nucleocapside, liberacion del
genoma, insercion del genoma, transcripcion, produccion de proteinas y genoma,
ensamblaje, brotaciéon y maduracién (Figura 5). El primer paso del ciclo replicativo
del HTLV consiste en el reconocimiento de un receptor de superficie celular por la
proteina gp46 de la envoltura.

Tres moléculas han sido establecidas hasta el momento como importantes
en la interaccion entre el HTLV-1 y la membrana celular, claves en la entrada del
virus a las células: transportador 1 de la glucosa (GLUT-1), expresado en todas las
superficies celulares de los vertebrados y considerado como el receptor del HTLV-

1/2; proteoglicanos de Heparan sulfato (HSPGSs) y la neuropilina-1 (NRP-1) [49].
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La envoltura del virus se pone en contacto primero con HSPG para luego
formar complejos con la neuropilina-1, dandole estabilidad y posteriormente
GLUT-1 se asocia al complejo y desencadena el proceso de fusion necesario para
la entrada de la nucleocapside del virus al citoplasma celular [50]. EI HTLV-1
infecta preferencialmente los CD4+, aunque también puede infectar otros tipos
celulares como linfocitos CD8+, células dendriticas, monocitos, macrofagos,
fibroblastos, células endoteliales, linfocitos B, células de la glia, astrocitos, células
de la microglia, oligodendrocitos y neuronas, mientras que HTLV-2 infecta
preferencialmente linfocitos T CD8* (Carpentier 2015). Los complejos de
receptores son diferentes para HTLV-1 y HTLV-2: mientras que HTLV-1 requiere
HSPGs para una adhesion y entrada eficientes a la célula, los HSPGs no
desempefian un papel similar en el caso del HTLV-2. Ahora se sabe que los
HSPGs y GLUT-1 son expresados de diferente manera en los linfocitos T CD4* y
CD8*, permitiendo que el HTLV-1 entre preferencialmente a los linfocitos T CD4+,
y que el HTLV-2 lo haga preferencialmente en los linfocitos T CD8* [49].

Luego del reconocimiento de las glicoproteinas de envoltura, la envoltura
viral se fusiona con la membrana plasmatica, lo que posibilita el ingreso de la
nucleocapside al citoplasma, ya en el citoplasma, por decapsidacion, se libera el

ARN viral. En primera instancia se iniciara el proceso de transcripcion del provirus
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en una sola molécula precursora de ARN gue sera diferencialmente procesada por
poliadenilacion y splicing para generar las tres poblaciones de ARN subgendémico
[26]. Este ARN gendmico es copiado en una cadena simple de ADN por accion de
la transcriptasa reversa viral dando lugar a un hibrido de poca estabilidad. EI ARN
es degradado por la ARNasa H, y a partir del ADN monocatenario se forma ADN
doble cadena, el que es transportado al nucleo donde se integra al genoma celular
por accion de la integrasa viral [26]. EI ADN viral integrado o provirus esta ya en
condiciones de ser transcripto a ARN gendmico, aunque puede permanecer como
tal tanto tiempo como la célula sea viable [26]. Cabe sefalar que los HTLVs no se
integran en ningun locus especifico sino que su integracion es totalmente al azar,
aunque hay otros autores que sugieren la existencia de sitios calientes
importantes en el proceso de integracion en el HTLV-1 hacia los isocoros ricos en
GC [26].

El ensamblaje del viribn tiene lugar en la proximidad de la membrana
plasmética, donde previamente se han insertado las proteinas de envoltura ya
glicosiladas y se efectla por auto-asociacion de precursores gag; sintetizados en
ribosomas libres mientras que las proteinas de envoltura son sintetizadas en
ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico y transportadas hacia la
membrana plasméatica via aparato de Golgi. Los precursores de capside son
transportados individualmente o en forma de pequefios agregados ya sea por
interaccidn con elementos del citoesqueleto o en vesiculas exociticas. Esto
posibilita que durante la brotacién la progenie viral adquiera su envoltura con
lipidos y proteinas pertenecientes a la célula huésped, entre ellas, las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad. Después de integrado como provirus al
genoma celular, los HTLVs también pueden multiplicarse por expansion clonal de
la célula huésped durante la division celular, siendo éste el mecanismo principal
de replicacion de éstos virus [34].

Los PTLVs son muy estables genéticamente, a diferencia del HIV-1 que
posee una importante variabilidad genomica. Esta escasa variabilidad genética se
debe principalmente a la ausencia o baja frecuencia de ciclos replicativos durante

la infeccién persistente. Durante esta etapa, la Gnica manera que posee el virus de
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multiplicarse es mediante la expansion clonal de las células que hospedan al virus.
Esta baja variabilidad ha sido utilizada como herramienta molecular para una

mejor comprension del origen, evolucion, y diseminacion de estos retrovirus [23].
REPLICACION DEL HTLV

La infeccion por el HTLV-1 requiere para su establecimiento permanente
gque muchas células sean infectadas y alojen provirus en su genoma.
Posteriormente a la infeccion, su diseminacion depende de la capacidad
replicativa de la célula infectada. Generalmente la infeccion por el HTLV-1 se
produce en un numero variable de linfocitos, los cuales se dividen para dar como
resultado, diferentes poblaciones de clones de células infectadas. Este proceso se
denomina expansion clonal y es una caracteristica de la infeccidén retroviral en
células en activa proliferacion [51]. La transmision a través de particulas virales
libres es ineficiente, siendo el principal mecanismo de transmisién del HTLV-1 por
contacto célula a célula [49]. Se calcula que la infeccion por HTLV-1 mediada por
células es 10.000 veces méas eficiente que la infeccion por viriones libres [52]. Los
mecanismos que se han descrito en cuanto a la transmision del virus célula a
célula son: Virofilm (por ensambles virales extracelulares tipo Biofilm), sinapsis

virales, y conductos celulares [49] (Figura 6).

Virofilms o ensambles extracelulares tipo Biofilm: la célula infectada con
HTLV-1 presenta particulas virales adheridas a la cara externa de la membrana
plasmatica e inmersas en componentes de la matriz celular, similar a los biofilms
bacterianos, a partir de la cual infectarian otra célula blanco [53, 54]. Estos
ensamblajes extracelulares estdn compuestos de colageno, agrina y otras
proteinas de unién, como teterina y galectina-3. Cuando el virus esta brotando, los
viriones libres quedan atrapados en ésta matriz, la cual al adherirse a células no
infectadas son transferidas rapidamente a la superficie de la célula blanco

facilitando la infeccion [49].

Sinapsis viral: a travées de la sinapsis virologica, en el que intervienen

componentes moleculares virales y celulares en un punto de contacto, el virus es
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transmitido desde las células dadoras (infectadas) a las células blanco (no
infectadas) [49].

Este mecanismo comprende la polarizacion del centro organizador de los
microtUbulos (MTOC), formacion de sinapsis y liberacion de viriones en espacios
extracelulares confinados a la sinapsis viroldgica entre una célula infectada y sin
infectar. Estos eventos estan mediados por la proteina viral Tax que interviene en
la reestructuracion interna del MTOC vy adicionalmente participa en la
desregularizacion del proceso mitotico de la célula infectada al inducir su
expansion clonal y la replicacién viral lo cual posibilita una baja exposicién viral a
los anticuerpos neutralizantes favoreciendo una infeccidén persistente. Esta forma
replicativa impacta en la baja variabilidad genética observada en los HTLVS, la
cual es menor que la de otros retrovirus humanos como el HIV-1, ya que permite
replicar el genoma sin utilizar la enzima TR la cual introduce mutaciones en alta

frecuencia [53, 54].

Conductos celulares: el HTLV-1 codifica en su region pX una proteina llamada
p8, generada por el procesamiento de pl2'. Esta proteina al interaccionar con
LFA-1 (antigeno 1 asociado a la funcion de linfocito) e ICAM-1 (molécula de
adhesion intercelular 1), potencia la conjugacion de los linfocitos T e induce la
formacién de conductos entre los mismos, facilitando la transmisién viral de HTLV-

1 a través de ellos [55].
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Figura 6. Mecanismos de transmision célula a célula del HTLV-1.
Adaptado de Yasunaga et al., 2011.

VIAS DE TRANSMISION DE LOS HTLVs

El HTLV-1 es transmitido principalmente a través de la leche materna de
madre a hijo (TMH), contacto sexual, via parenteral a través de productos
sanguineos contaminados (que contienen linfocitos infectados) y por trasplante de
organos. Para cualquiera de las vias de transmision, las células vivas infectadas

son esenciales [1].

Transmision madre a hijo (TMH): la transmisibn de madre a hijo ocurre
principalmente a través de la lactancia y la probabilidad de adquirir la infeccion
aumenta si ésta se prolonga mas de seis meses después del nacimiento [56, 57].
De los niflos amamantados por madres HTLV-1 seropositivas, 10 a 25% se
infectaran dependiendo de la poblacidén estudiada [58]. Si bien la transmision viral
perinatal o intrauterina también existe, es mucho menos frecuente, infectandose
del 2 al 5% de los niflos nacidos de madres seropositivas que no fueron
amamantados. La seroconversion de los nifios ocurre entre los 18 y 24 meses de
edad [58]. Encuestas realizadas en Japdn demostraron que programas de
lactancia materna en madres portadoras de HTLV-1 disminuyen el hallazgo de

donantes seropositivos para HTLV-1 [59]. La leche materna contiene células
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provenientes de la sangre materna como linfocitos T y B, macréfagos, mastocitos
y células epiteliales que no son destruidos por el tracto gastrointestinal del infante,
conservando sus capacidades funcionales [60]. Las células infectadas por HTLV-1
poseen los inmunofenotipos de células T efectoras, las cuales al entrar en la leche
materna, atraviesan el tracto digestivo por transcitosis, infectando a las células
dendriticas, las cuales a su vez transmiten el virus a las células T no infectadas a
través de sinapsis virologica. A la vez, estas células T infectadas aumentaran su
poblacion por expansion clonal, diseminandose en el organismo (Figura 7).
Algunos factores como la carga proviral de la madre, el periodo de lactancia y la
presencia de lactoferrina (que activa la transcripcion del promotor LTR HTLV-1)
contribuyen a aumentar la replicacion viral y la incidencia de la infeccion [61].
Después de la infeccidn, la carga de provirus (el nUmero de células infectadas) y la
tasa de clonalidad se determinaran por el equilibrio entre la expresién génica viral

y la respuesta inmune del huésped [34].

Proliferacién clonal de las células infectadas con HTLV-1

® & @
Células infectadas con HTLV-1
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HTLV-1
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Figura 7. Transmision e infeccion de novo por HTLV-1.
Adaptado de Matsuoka et al., 2013.
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Transmision sexual: el HTLV se encuentra en fluidos como el semen o
secreciones vaginales. La transmision sexual es mas eficiente de hombre a mujer
y de hombre a hombre, que de mujer a hombre [62]. Se estima que la posibilidad
de transmisién hombre-mujer en una pareja estable al menos por 10 afios, es de
60,8%, mientras que a la inversa esta probabilidad se reduce al 0,4% [63, 64]. La
transmision sexual se llevaria a cabo por los linfocitos infectados presentes en el
fluido seminal [65]. En un estudio realizado en los EEUU, se observd que
aproximadamente 25 a 30% de las parejas sexuales de donantes de sangre

HTLV-1/2 seropositivos sin otro antecedente de riesgo, fueron infectadas [63].

Transmision parenteral: el HTLV se transmite por transfusiones o intercambio de
jeringas contaminadas como es el caso entre los UDIs. La transmisién de HTLV
por transfusibn sanguinea ocurre con mayor eficiencia si se transfunden
componentes celulares (globulos rojos, plagquetas o sangre entera) [66]. La
mediana de tiempo de seroconversion luego de una transfusion se estima en 51
dias [66].

Transmisiéon por trasplante: estudios realizados en Estados Unidos, han
observado que si bien las prevalencias de infeccién por HTLV-1/2 son mas bajas
en donantes de tejidos que en la poblacion en general existe el riesgo de adquirir
la infeccion a partir de trasplante de 6rganos. Algunos autores sugieren incluir
técnicas moleculares con el fin de reducir el riesgo de infeccion para el receptor.
Hay reportes sobre receptores de érganos tales como medula 6sea, higado y
rifidn, con serologia negativa previa al trasplante, que seroconvirtieron luego de
recibir el 6rgano desarrollando la HAM/TSP y ATLL [67, 68].

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DEL HTLV-1/2

Ha sido sugerido que la introduccion del HTLV-1/2 en el continente
americano fue el resultado de las primeras oleadas humanas que ingresaron por el
estrecho de Bering, integradas por grupos pertenecientes a distintas familias
linglisticas, algunos infectados por HTLV-1 y otros por HTLV-2 dando como

resultado una fuerte restriccion étnico/geografica para ésta infeccion, que
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actualmente se observa en nuestro continente. Asi, se detecta infeccion endémica
por HTLV-1 en comunidades originarias de las tierras altas precordilleranas y por
HTLV-2 en comunidades originarias de las tierras bajas de América [69]. Ademas,
se postula el ingreso de los HTLV-1/2 luego de la colonizacion espafola de
América a través de la llegada de esclavos africanos 400 afos atras, y a mediados
del siglo pasado con el ingreso de inmigrantes asiaticos principalmente de Japon
(pais endémico para la infeccion por HTLV-1) [69].

El HTLV-1 se encuentra distribuido globalmente e infecta aproximadamente
a 20 millones de personas con cifras de prevalencia de infecciébn que han
permitido clasificar las areas geograficas en alta, intermedia, y baja endemia. Las
cifras con prevalencias elevadas (215%) se presentan en el sur de Japon, Africa,
Melanesia, Iran e islas Seychelles; y las cifras con prevalencia intermedia (5-14%)
se encuentran en el Caribe y algunas regiones de Africa Occidental; mientras que
en Australia y paises latinoamericanos como Colombia, Pert, Panama, Brasil,
Chile y Argentina presentan cifras con prevalencias bajas menores al <5% [70].

En Latinoamérica con una poblacién de 359 millones, se estima que existen
de 3.7 a 7.4 millones de infectados y con una tasa de infeccidén entre el 1% y 2%
[71]. Los casos de infeccién por HTLV-1 se han reportado en Brasil, Colombia,
Argentina, Perud, Guyana Francesa, Bolivia, Ecuador, Paraguay, Surinam,
Uruguay, Venezuela y Chile, encontrandose en diferentes poblaciones étnicas
como blancos, mestizos, mulatos, inmigrantes japoneses y mayormente en
pobladores nativos suramericanos (Amerindios). La seroprevalencia aumenta con
la edad y es mayor en mujeres que en hombres. [1]

Por otro lado, se estima que el HTLV-2 infecta alrededor de 3 a 5 millones
de personas en diferentes partes del mundo, entre ellos se destacan poblaciones
de aborigenes del continente americano e individuos originarios de Ghana,
Guinea, Zaire y el Oeste de Camerun [5, 72, 73]. En Sudamérica se ha descrito en
comunidades Kayapo y Khrano en Brasil, nativos residentes en el este del
Amazonas como Munduruku, Arara do Laranjal y Tyrio, comunidades aborigenes

en Colombia como los Wayuu, Guahibos, y Tunebos, Pumes en Venezuela
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nativos de la Isla Chiloé y de la ciudad de Pitrufken en Chile, y la comunidad
originaria de Sanapanas en Paraguay [74-78].

A nivel mundial, se reportan cifras de prevalencia de HTLV-1/2 que oscilan
entre 0.01% y 0.07% en donantes de sangre de areas no endémicas y del 1 al
30% en poblaciones vulnerables segun el grupo y la region estudiada [79-83]. En
un estudio multicéntrico realizado en varios paises de Europa en mujeres
embarazadas, se demostré que la prevalencia del HTLV-1/2 era 6 veces mayor
que en donantes de sangre de las mismas areas [80].

FILOGENIA DEL HTLV-1/2

El HTLV-1 se divide filogenéticamente en siete subtipos: Cosmopolita (a),
Africa Central (b y d), Melanesia (c), Zaire (e), Gabon (f) y Camerun (g) [84]. El
subtipo Cosmopolita se ha diseminado por todo el mundo y estd compuesto por 5
subgrupos: Transcontinental (A), Japonés (B), Africa del Oeste (C), Africa del
Norte (D), y Peruanos Negros (E) [84]. La caracterizacion molecular ha
demostrado que el subgrupo A Transcontinental es el mas ampliamente
distribuido. Por otro lado, el subgrupo B Japonés ha sido detectado en Pera y
Brasil en individuos inmigrantes de Japdn, mientras que el subgrupo E de
Peruanos de raza negra ha sido descripto en individuos de comunidades
originarias con ascendencia negra [84, 85].

Si bien la mayor parte del genoma del HTLV-2 permanece estable, se
observan variaciones considerables en la region promotora del retrovirus. El
analisis filogenético utilizando esta region y la del gen env, demuestran 3 subtipos
de HTLV-2: HTLV-2a, HTLV-2b y HTLV-2d [5]. Los subtipos a y b presentan un
grado de identidad nucleotidica del 95%, y la divergencia nucleotidica dentro de
cada subtipo es muy baja, de alrededor del 0,2 a 1% [86].

El subtipo a es el hallado en mayor proporciéon en UDIs, mientras que el
subtipo b es el que se encuentra con mayor frecuencia en pigmeos y en
comunidades originarias de América [87]. En Brasil se detecté un subtipo unico de
HTLV-2, llamado en un principio HTLV-2c en UDIs, pacientes HIV positivos y en

comunidades originarias. Este subtipo poseia una proteina Tax similar a la del
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subtipo b, mientras que el gen env y la region LTR eran similares al subtipo a.
Estudios posteriores de genoma completo han demostrado que las cepas
brasilefias eran en realidad variantes moleculares del subtipo a [88]. Por su parte,
el subtipo d fue caracterizado a partir de un pigmeo Efe Bambuti de Zaire (actual

Republica Democréatica del Congo), en Africa Central [89].
PATOLOGIAS ASOCIADAS AL HTLV-1

Las enfermedades asociadas al HTLV-1 pueden ser clasificadas en tres
categorias: enfermedades neoplasicas  (leucemias/linfoma), sindromes
inflamatorios (mielopatias, uveitis, polimiositis) e infecciones oportunistas
(hiperinfeccién por Strongyloides stercoralis y dermatitis infecciosa en nifios).
Aproximadamente 1 a 5% de los portadores desarrollan una Leucemia/Linfoma a
Células T del Adulto (ATLL) o una Mielopatia Asociada al HTLV-1/Paraparesia
Espastica Tropical (HAM/TSP) a lo largo de sus vidas. Ambas patologias son

severas Yy no existen tratamientos eficaces. [90].
Mielopatia Asociada al HTLV1/ Paraparesia Espéstica Tropical (HAM/TSP)

Es un sindrome neuroldgico desmielinizante caracterizado por destruccion
celular y manifestacion de un proceso inflamatorio en el sistema nervioso central
que afecta primariamente la espina dorsal y el cerebro. Se define como una
mielopatia progresiva cronica caracterizada por paraparesis espastica y se
manifiesta en individuos de edad adulta siendo mas prevalente en mujeres. El
periodo de incubacion es de 15 a 20 afos, si la via de transmision es de madre a
hijo o de tipo sexual, y de 3 meses a 3 afios si es por transfusion [91]. Se
caracteriza por una debilidad de miembros inferiores que incrementa
progresivamente hasta llegar a una discapacidad motora invalidante. Con el
tiempo, se establece una paraparesia espastica con aumento de reflejos
tendinosos de miembros inferiores (hiperreflexia) y alteraciones en la miccion
(vejiga neurogénica) y ligeras alteraciones sensoriales con niveles toracicos
pobremente definidos. Puede ademas observarse impotencia en hombres,

calambres en miembros inferiores, dolor lumbar y estrefiimiento. A diferencia de la
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esclerosis multiple, los nervios craneales no estan involucrados, y la funcién

cognitiva no se encuentra afectada [84].

El proceso histopatologico es meramente inflamatorio con una alta
concentracion de linfocitos T y monocitos en la sustancia gris y blanca de la
médula espinal y posteriormente degeneracion de la sustancia blanca [92]. Los
mecanismos que llevan al HTLV-1 a desarrollar HAM/TSP incluyen: toxicidad
causada por la respuesta especifica mediada por linfocitos T citotoxicos,

autoinmunidad, y dafio tisular causado por citoquinas neurotoxicas [93].

Los criterios actuales de diagnéstico de HAM/TSP han sido establecidos por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [66]. La confirmacién del diagndstico
de pacientes con mielopatia progresiva cronica que no padecen
inmunodeficiencia, debe incluir también la deteccion de anticuerpos especificos
anti-HTLV-1 en suero y liquido cefalorraquideo (LCR), ademas de excluir cualquier
otra patologia posible como tumores de médula espinal, lesiones compresivas y
otras Mielopatia. Las actuales terapias que tienen por objeto reducir la replicacién
viral y/o la invasibn de los tejidos no han producido resultados del todo
satisfactorios. Los corticoides y andrdgenos sintéticos son frecuentemente
utilizados, especialmente en la fase inicial de la enfermedad debido a que mejoran
los problemas motores, dolores y la disfuncién urinaria [94, 95]. Se estan
ensayando terapias con interferén y analogos de nucledsidos para disminuir la

expresion viral aunque los resultados siguen siendo limitados [96].
Leucemia/Linfoma a Células T del Adulto (ATLL)

Es una leucemia/linfoma linfocitaria T CD4+, endémica en el sur de Japon,
donde fue descripta por primera vez en 1977 [15]. Tiene un periodo de incubacion
minimo de 20 afios con una edad de presentacion promedio de 50 afios y similar
en ambos sexos. Se desarrolla con mas frecuencia en individuos infectados por
transmision madre a hijo, lo que resulta en una mayor incidencia intrafamiliar [97].
Se han descripto casos excepcionales de ATLL postranfusionales [60]. La forma

leucémica aguda presenta caracteristicas clinicas semejantes a otras leucemias
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agudas como iinfiltrados de células malignas en médula 6sea, ganglios linfaticos y
piel, afeccidbn de visceras, huesos, pulmoén e infecciones oportunistas con
alteracion de la funcién hepética, lesiones osteoliticas y distintos tipos de lesiones
dermatoldgicas. Es la forma mas frecuente de presentacion (75%) aunque existen
formas clinicas, cronicas, latentes y linfomatosas (25%). Los tipos de leucemia

aguda y linfoma tienen peor prondstico y la quimioterapia no es efectiva [98].

El diagnostico debe considerar caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y
resultados de laboratorio, tales como la morfologia de linfocitos, el inmunofenotipo,
la histologia de los tejidos afectados en los casos de linfoma; estudios serologicos
para deteccidbn de anticuerpos anti-HTLV-1 en plasma/suero y estudios
moleculares que permitan detectar el genoma viral en los cortes histoldgicos. El
diagnostico diferencial de ATLL incluye otras leucemias a células T. Son
patognomonicos los linfocitos pleomoérficos con nudcleos hipersegmentados en
forma de trébol en sangre periférica y la hipercalcemia [98]. La ATLL aguda tiene
un curso rapidamente progresivo presentando una sobrevida de 6 a 9 meses por
lo cual es comun el sub-diagnéstico si no se cuenta con laboratorios
especializados que permitan su clasificacion en forma certera y rapida, antes de la
precipitada evolucion a un desenlace fatal. En cuanto al tratamiento, hasta el
momento las terapias disponibles presentan una eficacia minima. Una de las
Ultimas estrategias empleadas para el tratamiento de las formas leucémicas,
consiste en la utilizacion como terapia de inicio de combinaciones de
Zidovudina/Interferon a seguida de quimioterapia convencional, las cuales
aumentan el promedio de sobrevida de 6 meses a 2/5 afios [99]. Para la forma
linfomatosa, la terapia inicial de eleccién sigue siendo la quimioterapia [100]. Otros
tratamientos que implican el trasplante de células madre hematopoyéticas,
terapias con anti-CCR4 en uso actual en Japon y otros como el acido valproico

estan siendo actualmente investigadas [101].
FACTORES ASOCIADOS AL DESARROLLO DE PATOLOGIA

El HTLV-1 se caracteriza por ser un virus lento, persistente y con baja

virulencia, siendo el Unico retrovirus conocido hasta ahora capaz de producir
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cancer en humanos (ATLL) a través de la proteina Tax que tiene la habilidad de
inmortalizar células T. Hasta el momento no se ha demostrado la existencia de
una cepa viral neuropatogénica o leucemogénica y el riesgo de desarrollar alguna
de las patologias asociadas estaria determinado por la via de infeccion primaria, la

carga proviral y factores genéticos del huésped [102-104].

Via de infeccion primaria: si bien los mecanismos intrinsecos patogénicos
relacionados a la via de infeccion se desconocen, en base a datos
epidemiologicos se ha asociado el desarrollo de ATLL con la TMH (a través de la
lactancia) luego de décadas de un periodo asintomatico, y de la HAM/TSP con la
transmision sexual (latencia también prolongada de décadas) o el contagio por
transfusion sanguinea (con un periodo de latencia menor, de 3 meses a 3 afios)
[60, 61]. Sin embargo, excepcionales casos de ATLL han sido reportados en el

mundo en receptores de 6rganos o por transfusion [105].

Carga proviral: otro factor principal de riesgo para desarrollar HAM/TSP es la
carga proviral (numero de copias integradas de HTLV-1 expresada como una
proporcién del numero de copias del gen pol cada 100 células mononucleares de
sangre periférica (CMSPs)), ya que se ha observado que ésta es 16 veces mas
alta en pacientes con HAM/TSP que en portadores sanos [3]. La carga proviral de
HTLV-1 permanece estable en un individuo por varios afos, aunque puede
presentar una variacion interindividual importante; y posee valor predictivo en
pacientes con HAM/TSP y ATLL aunque algunos pacientes con cargas virales
altas pueden permanecer asintomaticos toda la vida. Los pacientes con HAM/TSP
tienen una carga proviral de 10 a 100 veces mayor que los pacientes
asintomaticos [104] y se debe a la presencia de un niumero elevado de clones [93].

Factores genéticos del huésped: los factores genéticos del hospedero son los
principales determinantes en la susceptibilidad a enfermedades infecciosas [104].
En 1974 Zinkernagel y Doherty demostraron que la respuesta de linfocitos T
citotoxicos a infecciones virales era restringida por alelos del CMH-I (HLA- A, -By -
C) [106], como sucede en el caso del HTLV-1, mientras que las proteinas del CMH

clase Il (HLA -DR y DQ) de las células presentadoras de antigeno (CPA)
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presentan péptidos a las células T CD4 virgenes implicadas en montar la
respuesta inmune frente a la infeccion [104]. En pacientes infectados con HTLV-1,
la respuesta inmune frente al virus se caracteriza por una respuesta citotoxica y
humoral vigorosa dirigida principalmente hacia la proteina Tax la cual transactiva
genes celulares del huésped entre ellos la IL-2 y su receptor. Es asi que para
HTLV-1 se han analizado polimorfismos genéticos del hospedero para determinar
la eficacia de la respuesta inmune del individuo en diferentes estudios
poblacionales [103, 107].

Las variantes alélicas del HLA son consideradas determinantes en los
niveles de la carga proviral de individuos infectados por HTLV-1 [108] y el principal
factor genético involucrado en la susceptibilidad frente al desarrollo de HAM/TSP o
ATLL debido a una respuesta inmune cronica que contribuye al desenlace de la
patologia [104] [3]. Estudios realizados en Japon han demostrado que la presencia
de HLA-A*02 y C*08 se asociaban a una disminucion significativa de los niveles de
carga proviral y al riesgo de presentar HAM/TSP entre los portadores
asintomaticos; en contraposicion a la presencia del alelo HLA B*54, el cual estaria
asociado con el desarrollo de HAM/TSP y un aumento de la carga proviral [104], al
igual que HLA B*07, HLA-B *54:01 y el haplotipo Cw*0702-B*0702-DRB1*01:01-
DQB1*0501 [108]. Ademas, en Japon se han reportado focos de pacientes con
ATLL o HAM/TSP, en familias portadoras de HTLV-1 [109, 110]. La presencia de
clusters familiares para una de las dos enfermedades, confirmaria que existen
factores del huésped que pueden influenciar en la susceptibilidad a desarrollar la
patologia [108]. Una segregacion similar de ATLL y HAM/TSP fue observada en
poblaciones afro-caribefias y afro-colombianas con caracteristicas hematoldgicas
y clinicas similares a las encontradas en la poblaciéon japonesa [111, 112]. Por otro
lado, similar a otras enfermedades infecciosas, un gran numero de individuos
infectados con HTLV-1 permanecen como portadores durante toda su vida
sugiriendo que la respuesta inmune desarrollada por linfocitos CD8 es efectiva
para controlar la proliferacion viral y mantener un rol protector en estos individuos
asintomaticos para el desarrollo de patologia [113]. En la Tabla 1 se detallan

diferentes haplotipos asociados a patologia reportados en la literatura.
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Tabla 1. Listado de alelos de HLA asociados con proteccion/susceptibilidad a las patologias
asociadas al HTLV-1 reportados en estudios previos.

PAIS N, ALELO -
oniACion | pROTECTOR ALELO PATOGENICO

ATLL *DRB1-DQB1 (0901-0303,15,01-06-
Jepmin [115] HAM 02,1401-0503)
- ---
HLA-B*0702
_ Cw0702
Jap6n [104] N’\l-_zggé Hg‘é\" HLA-A*02, Cw*08 DRB1*0101
=AY, DQB1*0501
HLA-B*5401
" Brasil[118] | HLA-A*02
" Brasil[120] AT HLA-A*02
_ *
Jamaica [122] NE8E, (AL DO WL, HLAI‘-|EAI?-I;15:IL3503
N= 59, HAM HLA-A*03 A
Perd | 124] HLA-A*02

_R*
N=40, PA HLA-B*5401 ausente

\ ) HLA-B*07
N=20, HAM HLA-DRB1*01:01

Espafia [108]

ATLL: Linfoma/Leucemia a Células T del Adulto, HAM/TSP: Mielopatia asociada al HTLV-1, DS:
donantes de sangre, PA: portador asintomatico.
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HLA E INFECCION POR HTLV-1/2

En Trinidad y Tobago, se han reportado casos de HAM/TSP y ATLL
predominantemente en individuos de raza negra [126]. En Zaire, la HAM/TSP
afecta a un grupo minoritario de la tribu Mundunga [127]. Por lo tanto, desde el
punto de vista étnico el factor genético parece estar implicado con el desarrollo de
HAM/TSP o ATLL [7]. Como se menciond previamente, los retrovirus HTLV-1/2
llegaron al continente americano con las primeras migraciones humanas
infectadas desde el continente asiatico, en distintas oleadas que dieron lugar en
Sudamérica a una restriccion étnica/geografica para estas infecciones [7]. Los
estudios de HLA realizados por Lou y sus colaboradores en una comunidad rusa
denominadas los "Nivkhi" tomaron como base el analisis de determinantes alélicas
de HLA clase | y HLA clase Il de un grupo de 53 individuos que incluia 4
portadores de HTLV-1, donde los principales alelos encontrados para HLA clase |
fueron A*24, A*02, B*40, B*48, B*27, y B*35 con frecuencias alélicas similares a la
poblacion nativa de los "Orochon”, (poblacién nativa al Noreste de China) y alelos
para HLA clase Il como: DRB1*0901, DRB1*1401, DRB1*1201, DRB1*1106 con
frecuencias alélicas similares a los "Ainu" en Hokkaido Japén. Estos datos
demostraban que los Nivhi estaban remotamente relacionados a japoneses y
mongoloides asiaticos [128]. A su vez, se demostré que estas poblaciones
estaban relacionadas con las comunidades de Amerindios en Sudamérica. Se
sugiri6 que los “Nivkhi” estarian genéticamente relacionados con grupos
mongoloides del nordeste asiatico, infectados por HTLV-1 en un pasado lejano,
anterior a la divergencia de los principales grupos étnicos mongoloides actuales
[128].

Las investigaciones de Fujiyama Yy colaboradores describieron en
comunidades amerindias de Sudamérica, haplotipos de HLA Il (DRB1*-DQB1) en
individuos infectados con HTLV-1 y HTLV-2 y demostraron que portadores de
HTLV-1 de los Andes poseen uno de los 5 haplotipos de HLA: DRB1*-
DQB1*0403-0302,0802-0402,0901-0302, los portadores de HTLV-2 de la region
del Orinoco en Colombia portan uno de los 3 haplotipos de HLA: DRB1*-
DQB1*1402-0301,1602-0301 y 0404-0302; y observaron que los haplotipos
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encontrados en la region de los Andes y del Orinoco eran exclusivos
encomparacion con otras comunidades endémicas [77]. Los haplotipos asociados
con portadores de HTLV-1 fueron encontrados en las comunidades originarias de
los Andes y Japoneses en las cuales el virus se considera endémico, mientras que
los haplotipos asociados con portadores de HTLV-2 fueron encontrados en los
pobladores del Orinoco y Norteamérica, en las cuales este tipo viral también es
endémico; datos que sugieren que los haplotipos de HLA podrian hallarse
segregados étnicamente entre los nativos de Sudamérica y estar involucrados en
la susceptibilidad frente al HTLV-1y HTLV-2.

Por otra parte estudios recientes han determinado que los receptores para
moléculas de CMH-I (KIR), presentes en las células natural killer (NK), estarian
involucrados junto con el HLA en potenciar dicha susceptibilidad o proteccion
frente al desarrollo de la enfermedad [93]. La presencia del genotipo KIR2DL2
potencia el efecto protector y/o patogénico del HLA clase | en la inmunidad frente
al HTLV-1, y es dependiente del contexto presentado por el tipo de alelo de HLA
encontrado: si es una molécula de HLA clase | protectora mejora su efecto
protector frente al desarrollo de la enfermedad, y, si es una molécula de HLA clase
| patogénico potencia la susceptibilidad frente a la enfermedad [129].

Tabla 2. Listado de alelos asociados a susceptibilidad para la infeccion por HTLV-1/2 segun el
origen étnico.

PAIS [Referencia] POBLACION ASOCIACION CON HTLV-1 ASOCm\%I\(I)IZ\I CON
HLA A*24,A*02, B*40, B*48,
Rusia [128] Nivkhi B*27. B*35

HLA-A*24, A*26, B*7, B*61,
Cwl, Cw7
Japon [115] Japoneses DRB1 *0101, 0803, 1403, =
1501,y 1502
DQB1 *0303, 0501 y 0601

. HLA DQB1*0302, HLA
Colombia [130] e g - DRB 1*
Y 0411, DQB1*0302
o Afro-caribefios No asociaciéon con HLA
Martinica [131] franceses DRB1*11, 15, HLA A*02

ndaenas HLA DRB1*DQB1*0403- HLA DRB1, DQB1*1402-
Colombia [132] 9 0302:0802-0402, 0901- 0301, 1602-0301 Y 0404-
Qifineice 0303,1406-0302 0302

Pagina 43




SITUACION DE LA INFECCION POR HTLV-1/2 EN ARGENTINA

La presencia de HTLV-1/2 fue reportada por primera vez en nuestro pais en
un grupo de UDIs de la ciudad de Buenos Aires, en 1989; y estudios posteriores,
fueron detectando tanto al HTLV-1 como al HTLV-2, en otras poblaciones
vulnerables [133, 134]. En 1993, se observo que similar a otras comunidades
originarias del continente americano, la infeccion por HTLV-2 era endémica en los
Tobas y Wichis de la Region Chaqueia (Formosa, Chaco) y se confirmo la
importancia de la transmision del virus de madre a hijo muy probablemente debido
a los largos periodos de lactancia que acostumbran dichas poblaciones [135, 136].
Luego, se detectd este virus en una comunidad Mapuche del Sur [136]. A partir de
1994, se describe la presencia de ambos virus en donantes de sangre de Buenos
Aires, con cifras de prevalencia similares a las observadas en donantes de paises
no endémicos Yy la infeccion por HTLV-1 también fue detectada en hemodializados
de diferentes centros de Buenos Aires [137, 138]. Asimismo, se fueron informando

en forma esporadica casos de las patologias asociadas al HTLV-1. [139, 140]

En el afio 1990 se reporta el primer caso de HAM/TSP en Argentina luego, en
1994, se describieron otros casos de la enfermedad en la provincia de Salta y en
pacientes UDIs HIV positivos de Buenos Aires [139, 140]. Por otra parte, en 1995,
fueron descriptos por primera vez, 5 casos de ATLL en San Juan y mas tarde se
informo sobre un caso de ATL y un linfoma por HTLV-1 en un grupo familiar [141,
142]. Mas aun, en 1998 se observaron nuevos casos de HAM/TSP en un servicio
de neurologia de la ciudad de Buenos Aires [143]. Asi, Argentina fue considerada
como no endémica para la infeccién por HTLV-1, hasta que se report6 por primera
vez, una mayor prevalencia en comunidades originarias (2.3%) y donantes de
sangre de la provincia de Jujuy (1%) y Salta (0.71%) [144-147]. Como era
previsible para una zona de infeccibn endémica, focos de HAM/TSP y ATLL
también fueron detectados en la region [148, 149]. Al presente es una certeza que
tanto la infeccion por HTLV-1 como sus enfermedades asociadas, HAM/TSP y
ATLL, son endémicas en el Noroeste argentino. Y de forma similar a lo que ocurre

en Latinoamérica, en nuestro pais podemos observar una restriccion
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étnica/geografica con comunidades originarias del Noroeste infectadas por HTLV-
1y otras de la Regidon Chaqueiia infectadas por el HTLV-2[135, 136, 150, 151]. En
2005, un estudio publicado por nuestro grupo en colaboracién con el Programa
Nacional de SIDA y los Programas de SIDA Provinciales confirmé cifras de
prevalencia endémicas de estos virus en donantes de sangre de esas regiones y
bajas en el resto del pais, y estudios mas recientes fueron demostrando
nuevamente prevalencias mayores en diferentes poblaciones vulnerables [152,
153].

En relacion a la poblacion general, un estudio multicéntrico coordinado por
el grupo de HTLV del INBIRS, confirmé la circulacion de ambos virus en mujeres
embarazadas de areas no endémicas. En el mismo, se identificaron 3 mujeres
infectadas por HTLV-1 (2 coinfectadas con HIV-1) y 3 por HTLV-2. Las mismas
eran residentes de la ciudad de Buenos Aires, Neuquén y Ushuaia y en relacion a
los antecedentes de riesgo reportaron ser pareja de individuos UDIs o HTLV-1/2
positivos o bien ser descendiente o provenir de un area endémica (Salta, Bolivia y
Perl). Los estudios filogenéticos en esta poblaciéon identificaron a los HTLV-1
como a (Transcontinental Cosmopolita) y a los HTLV-2 como b; coherente con
reportes previos en los cuales se demuestra a estos subtipos como mayoritarios
en comunidades originarias del Noroeste y de la Region Chaquefa,
respectivamente [154]. Luego, se describi6 también la circulacibn de estos
subtipos, tanto en residentes de Buenos Aires como en donantes de sangre de

areas no endémicas, la mayoria de ellos de origen caucasico [154, 155].
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR HTLV-1/2

El algoritmo actual para el diagnéstico de la infeccion por HTLV-1/2 se basa
en la deteccion de anticuerpos anti-HTLV-1/2 en plasma por técnicas de tamizaje,
ya sea ELISA, Aglutinacién de Particulas o Quimioluminiscencia. Las muestras
repetidamente reactivas deben luego ser confirmadas por una técnica adicional,
aun mas especifica, como lo es el Western Blot (WB). El WB puede brindar cinco
resultados posibles (Figura 8): HTLV-1 seropositivo; HTLV-2 seropositivo; HTLV

sin clasificacion en tipo; Indeterminado o Negativo.
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‘ Algoritmo Diagndstico para la infeccion por HTLV-1/2

Ensayo de Tamizaje
(ELISA, AP o Quimicluminiscencia)

Mo reactivo: Reactivoill
NEGATIVO!

Confirmacion:
WesternBlot

e — =

| Negatvo || HTLveL | | HTW-2 | | HTW || Indeterminado

Diagnostico
Serologico

- Para diagndstico integral: enviar

v | p

- Plasma + Sangre Entera’ | . =
***1 Seguimiento por Carga Proviral: PCR anidada = Diagnestico
{CW}‘zl [n—PCR}lzI Moiecular

| "'l Enindividuos contamizaje previo reactivoy eninmunocsuprimidos, se realiza n-PCR. |

| "I Toma de muestra: 10 m| de Sangre entera con EDTA, rotulada correctamente, en triple envase. |

| "I Nueva muestra: 10 m| de Sangre entera con EDTA, rotulada correctaments, en triple envase. |

Figura 8: Algoritmo diagnéstico de la infeccién por HTLV-1/2. Adaptado del Grupo de HTLV de
Medicina Traslacional del INBIRS.

En el caso de los resultados HTLV sin tipificar e indeterminados por WB, se
deberia confirmar mediante una técnica molecular de reaccion en cadena de la
polimerasa de tipo anidada o nested-PCR (n-PCR), la cual posibilita detectar
genes del provirus presentes en las células T. El resultado podra considerarse
positivo cuando se registren al menos dos fragmentos de genes virales distintos
[156]. En el caso que la confirmacion no pudiera realizarse, se recomienda realizar
un seguimiento seroldgico durante un afio para verificar seroconversion. En los
ultimos afnos, se ha implementado la cuantificacion de la CPV de HTLV-1/2 a partir
de células de pacientes infectados utilizando la técnica de PCR en tiempo real
(gPCR) y se ha publicado recientemente la puesta a punto de una PCR multiplex
cuantitativa en tiempo real (mg-PCR), capaz de cuantificar la CPV de ambos virus,
HTLV-1y 2 [157, 158]. Un estudio reciente de nuestro grupo ha demostrado que

casos seroindeterminados por WB confirmados positivos para la infeccion por
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HTLV-1 por técnicas moleculares, podrian estar asociados a una baja (CPV) [159].
También se ha propuesto que la determinacion de la CPV podria ser utilizada
como indicador del curso de la infeccién en portadores asintométicos para evaluar
la propension al desarrollo de las patologias asociadas a la infeccion por HTLV-1.
Ademas, existen evidencias que sugieren una relacion directa entre los niveles de
CPV y severidad de enfermedad, aunque debemos considerar que el nivel de la
CPV difiere significativamente entre individuos infectados [160]. La CPV ademas
de ser una herramienta importante en el monitoreo biolégico de la progresion de la
enfermedad también puede utilizarse para monitorear la eficacia de los
tratamientos quimioterapéuticos o antirretrovirales [157]. Sin embargo, la gPCR,
como ha sido reportado previamente, aun no es lo suficientemente sensible en

comparacion a la nested-PCR [159, 161].
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis de maestria es aportar mayores
conocimientos sobre la infeccibn por HTLV-1/2 en Argentina, realizando un
andlisis descriptivo de los casos estudiados por el Grupo HTLV de Medicina
Traslacional del Instituto de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y SIDA
(INBIRS), las cepas circulantes y los polimorfismos especificos de HLA en relacion

a las patologias asociadas al HTLV-1 detectadas en nuestro pais.

Objetivos especificos

1. Evaluar las caracteristicas epidemio-demograficas de todos los casos
procesados para diagnostico de HTLV-1/2 por el grupo de HTLV del
INBIRS en el periodo comprendido entre 1998 y 2014.

2. Estimar la frecuencia y caracteristicas epidemiolégicas de casos
confirmados como HTLV-1y HTLV-2 diagnosticados en el INBIRS.

3. Estimar la frecuencia y caracteristicas epidemiolégicas de los casos con

patologias asociadas al HTLV-1.

4. Analizar filogenéticamente las cepas HTLV-1 detectadas en individuos con
patologias asociadas a la infeccion.

5. Determinar la carga proviral de los individuos que presentan patologias
asociadas al HTLV-1.

6. ldentificar alelos de HLA relacionados con susceptibilidad y/o proteccion
para HAM/TSP y ATLL en pacientes de Argentina y su asociar con los

niveles de carga proviral.
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MATERIALES Y METODOS
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Tipo de estudio

Se realiz0 un estudio retrospectivo de todas las muestras ingresadas
consecutivamente en el INBIRS para el diagnéstico de HTLV-1/2 entre enero de
1998 y diciembre de 2014.

Poblacion estudiada

Se estudiaron muestras del grupo HTLV del INBIRS correspondientes a
individuos que requirieron por distintos motivos el diagnostico de HTLV-1/2 entre
enero de 1998 y diciembre de 2014. EIl “Grupo HTLV de Medicina Traslacional”
del INBIRS es referente nacional en HTLV para el Plan Nacional de Sangre y la
Red de Laboratorios de la Administracion Nacional de Laboratorios e Instituto de
Salud “Dr. Carlos G. Malbran”, por lo que recibe muestras derivadas de bancos de
sangre y servicios hospitalarios de la red publica y privada, tanto de la capital
federal como del interior del pais. En algunos casos el mismo individuo concurre al
instituto donde se realiza la extraccion de sangre.

A continuacion se detalla brevemente el procedimiento. Conforme a la Ley
Nacional N° 23.798 y el Manual de Sistema de Gestion de Calidad del INBIRS se
realiza el registro manual y electronico de los casos mediante la asignacion de: a)
namero del INBIRS que contiene el afio de ingreso seguido de un numero
consecutivo de tres digitos con el cual se rotula la muestra y b) el codigo INBIRS
conformado por la letra F o M, segun corresponda a femenino o masculino, las dos
primeras letras del nombre, las dos primeras del apellido y la fecha de nacimiento
(dd/mm/afio). También se registran datos como numero de documento, ciudad de
origen; tipo de muestra, diagndstico presuntivo, entre otros. Se realiza una
entrevista personal para brindar informacion y contencion al paciente ademas de
suministrar informacion relacionada con los procedimientos a realizar. Posterior a
esto, en caso de aceptar realizarse la prueba, se lleva a cabo el registro de la
firma en el Consentimiento Informado. La informacion recolectada en este proceso
y los resultados previos obtenidos en otros laboratorios se mantienen bajo estricta

confidencialidad dentro de un marco ético-legal vigente siguiendo las
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recomendaciones internacionales para estudios epidemioldgicos (CIOMS, Ginebra
1991).

Una vez realizado el diagnostico de HTLV-1/2 se procede a elaborar el
informe segun el Manual de Procedimientos del Grupo HTLV de Medicina
Traslacional los cuales son entregados en el INBIRS o enviado por correo
electronico al profesional solicitante. En nuestro instituto, los resultados
POSITIVOS son entregados por el médico responsable del Grupo HTLV,
ofreciéndole al paciente el asesoramiento pertinente, asi como la oportunidad de

adherir a un plan de seguimiento mediante consultas periodicas.
Aspectos éticos

Este proyecto ha sido evaluado y aprobado por un Comité de Etica externo
(Nexo Asociacion Civil) bajo el nimero de protocolo 3008/08/2012.

Tipo de muestra

En el INBIRS se reciben diferentes tipos de muestras (plasma, sangre
entera, LCR) dependiendo del caso y la disponibilidad de los centros de
derivacion. Cuando el individuo concurre al INBIRS se procede a una extraccion
de sangre entera periférica recolectada con EDTA (10ml) y a partir de esta

muestra primaria se separa y conserva plasma, sangre, y/o CMSP, segun el caso.

Plasmay sangre entera: la sangre periférica extraida del paciente es
centrifugada a 1900 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Luego el plasma es
separado, alicuotado y almacenado en tubos eppendorff a -20°C previamente
rotulados con su cédigo correspondiente. Durante el mismo proceso y de la misma

manera se procedio también a alicuotar y guardar 500ul de sangre entera.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP): la
obtencion de las CMSP se realiza mediante la técnica de Ficoll-Hypaque. Las
CMSP obtenidas son fraccionadas en tubos conteniendo 2 millones de células y

conservadas a -70°C hasta su utilizacion para la extraccion de acidos nucleicos.
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Extraccion de ADN: la extraccion de ADN se realiza de rutina en los casos que
se necesite una confirmacibn molecular, ademas de haberse hecho
exclusivamente en las muestras seleccionadas para el analisis de HLA. Para ello
se utilizan columnas con membrana de silica (ADN PuriPrep-S kit, Highway®,
Inbio, Tandil, Argentina) ya sea a a partir de células conservadas a -70°C o de
sangre entera anticoagulada con EDTA, a temperatura ambiente o conservada a -
20°C.

DIAGNOSTICO DE INFECCION POR HTLV-1

El diagnostico de HTLV-1/2 requiere la deteccidon y discriminacion de los
anticuerpos especificos dirigidos contra ambos tipos virales. De inicio se utilizan
las denominadas pruebas de tamizaje o screening; y luego para la discriminaciéon
entre anticuerpos especificos dirigidos contra uno u otro virus, se emplean
pruebas confirmatorias como puede ser un western blot. En algunos casos es
necesario realizar el diagndstico molecular. Este procedimiento se realiza bajo los
lineamientos del Manual de Sistema de Gestiébn de Calidad del INBIRS para el
diagnéstico de HTLV-1/2. El algoritmo se detallada en la Introduccion de ésta tesis
(Figura 8).

DIAGNOSTICO SEROLOGICO
Pruebas de tamizaje

El tamizaje de anticuerpos anti-HTLV-1/2 incluyé pruebas de alta sensibilidad
como el ensayo por aglutinacién pasiva de particulas de gelatina (AP) (Serodia
HTLV-1, Fujirebio, Tokyo, Japan) y/o un enzimoinmunoensayo (ELISA);
actualmente se utiliza uno de tercera generacion. Independientemente del
resultado obtenido en el tamizaje anterior realizado en otro laboratorio (para el
caso de muestras derivadas), se procede a realizar una nueva prueba de tamizaje.

Los resultados posibles para las distintas pruebas se detallan a continuacion:

Aglutinacion de particulas: a continuacién se detalla el patrén de las particulas

de gelatina, su lectura e interpretacion (Tabla 3).
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Tabla 3: Lectura e interpretacién de los resultados de la prueba de aglutinaciéon de particulas.

Patrén de las particulas Lectura Interpretacién

Concentradas en forma de ) Negativo
boton, en el centro del pocillo

con borde externo circular y liso

Concentradas en forma de un (+/-) No concluyente
anillo compacto con un borde (se repite)
externo circular y liso
Anillo grande con borde externo (+)
rugoso multiformey
aglutinacion periférica Reactivo

Aglutinadas, cubriendo el fondo (++)

del pocillo uniformemente

ELISA: las marcas frecuentemente utilizadas durante todos estos afios fueron:
HTLV 1&ll Ab (ULTRA version) (Dia.Pro), MP Diagnostics HTLV-I/ll ELISA
4.0,bioelisa HTLV I+ll 5.0 (Biokit) y Murex HTLV I+ll. En todos los casos de

siguieron estrictamente las instrucciones provistas por los fabricantes.
Prueba confirmatoria

Western Blot: Todas las muestras que resultaron repetidamente reactivas y/o
discordantes por alguno de los ensayos de tamizaje realizados, fueron
confirmadas por WB (HTLV blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Science Park,
Singapore) de acuerdo al algoritmo diagndstico recomendado por el Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta, Estados Unidos y la HTLV
European Research Network (HERN)[162, 163]. La interpretacion de los
resultados se realizé siguiendo estrictamente las instrucciones provistas por los
fabricantes (Tabla 4).
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Tabla 4: Patron de las bandas observadas en el Western Blot e interpretacion de los resultados.

Patrén Interpretacion |

Sin reactividad frente a
. SERONEGATIVO
proteinas especificas de HTLV

Reactividad frente a gag (p19
ylo p24) y ENV (GD21 y rgp 46-I)

HTLV-1 SEROPOSITIVO

Reactividad frente a gag (p19
ylo p24) y ENV (GD21 y rgp 46-I1)
Reactividad frente a GAG (p19y

p24)y ENV (GD21)

HTLV-2 SEROPOSITIVO

HTLV SEROPOSITIVO*

Bandas especificas de HTLV
qgue no coinciden con el criterio

o INDETERMINADO*
para seropositividad de HTLV-1,

0 HTLV-2 0 HTLV.

*En el caso con resultados Indeterminados o HTLV y cuando se contaba con la muestra
adecuada se procedio a realizar el diagnéstico molecular.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

El diagndstico molecular sé implement6 en el INBRS en el afio 2002 y se
realiza en todos los casos HTLV no tipificados e indeterminados por WB y desde
el afio 2014 en todos los casos con resultado de tamizaje no reactivo en nuestro
laboratorio pero con un resultado previo reactivo (motivo de derivacion de la
muestra) de contar con el material adecuado. Se realiza mediante una nested-
PCR: se amplifica una region de los genes pol y tax del genoma viral especifica de
cada tipo viral, HTLV-1 y HTLV-2. La mezcla de reaccidon para la primera
amplificacion consiste de 5 ul de buffer 10x; 4ul de Cl2Mg 50mM; 1ul de dNTPs
10mM; 1pl del cebador (10uM), 0.25ul de Taq Pol 5U/ul; 27,75 ul de agua 'y 1 ug
de ADN gendmico. El volumen final es de 50ul. Para el gen pol del HTLV-1 se
emplean los cebadores SK110-1 y SK111-I; y SK110-1l y SK111-1l para el HTLV-2.
Para el gen tax del HTLV-1 se utilizan los cebadores SK43-1 y SK44-1 mientras que
para el HTLV-2 se utilizan los cebadores SK43-11 y SK44-11 (Tabla 5). La mezcla de
reaccion para la segunda amplificacion consiste de 5 pl de buffer 10x; 4ul de
CI2Mg 50mM; 1ul de dNTPs 10mM; 1ul del cebador (10uM) 0.25ul de Taqg Pol
5U/ul. Para el gen pol del HTLV-1 los cebadores de la segunda reaccion de PCR
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son poll.l y pol3.1; y para HTLV-2 fueron poll.2 y pol3.2. Para la segunda
amplificacion del gen tax del HTLV-1/2 los cebadores internos son comunes para
ambos virus [164]. Las reacciones de amplificacion se llevan a cabo en un
termociclador (GeneAmp PCR system 2400, Perkin Elmer). La temperatura de
apareamiento se calculé segun la siguiente formula: 2. (A +T) +4. (G+ C)y la
ronda de ciclos fue la siguiente: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos (extension de 2 seg
por ciclo) con 1 minuto a 94°C y 1 minuto a 56°C y 2 minutos a 72°C, con unos 7
minutos finales a 72°C. Como control interno de extraccion de ADN se realiza una
PCR para el gen de B-actina. Las muestras son consideradas como positivas al
obtenerse amplificacién de genes para cada tipo viral especifico [156]. La nested
PCR que se utiliza presenta una sensibilidad de 1 copia de ADN por cada 10°
células para HTLV-1y de 15 copias de ADN cada 10° células para HTLV-2.

Tabla 5. Pares de cebadores usados para la amplificacién de pol y tax de HTLV-1 y HTLV-2.

Primer ciclo

Nombre Posicion Secuencia Referencia

SK 110-I  4757-4778 CCC TAC AAT CCAACCAGCTCAG
pol-1 [165]
SK111-1  4942-4919 GTG GTG AAG CTG CCATCG GGT TTT

SK 43-1 7358-7377 CGG ATA CCC AGT CTACGT GT
tax-1 [164]
SK 44-| 7516-7496 GAG CCG ATA ACG CGT CCATCG

SK 110-1I  4735- 4756 CCATAC AACCCCACCAGCTCAG
pol-2 [165]
SK 111-1I  4920- 4897 GTGGTGGATTTGCCATCGGGTTTT

SK 43-Il  7248- 7267 TGG ATACCC CGT CTACGT GT
tax-2 [164]
SK 44-11  7406- 7368 AG CTG ACAACG CGTCCATCG
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Segundo ciclo

Posicién Secuencia Referencia

pol 1.1 4782-4805 TTG TAG AAC GCT CTAATG GCATTC
pol-1 [165]
pol 3.1 4917-4894 TGG CAG TTG GTT AAC ACATTC AGG

IS 43/44  7264-7283 GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA
tax-1 [164]
IAS 43/44  7501-7485 CCATCG ATG GGG TCC CA

pol 1.1 4782-4805 TTG TAG AAC GCT CTAATG GCATTC
pol-2 [165]
pol 3.1 4917-4894 TGG CAG TTG GTT AAC ACATTC AGG

IS 43/44  7264-7283 GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA
tax-2 [164]
IAS 43/44  7501-7485 CCATCG ATG GGG TCC CA

El producto de PCR se siembra en un gel de agarosa 1% en buffer soluciéon
de tris- borato-EDTA (TBE) 1X, junto con marcadores de peso molecular de 100pb
y se visualiza con luz ultravioleta (UV) por tincion con Bromuro de Etidio 0,5g/ml.
Las muestras se corren 30 minutos a 100 volts. Para el caso de la B-actina se
observa una banda de 523pb. Para el HTLV-1 se observan bandas de 198pb para
el gen pol y de 159pb para el gen tax. En cuanto al HTLV-2, las bandas que se
obtienen son de 138pb para pol y 128pb para tax.

Carga proviral (CPV) de HTLV: se cuantificé la CPV de HTLV-1 mediante real-
time SYBR Green PCR. Los cebadores utilizados fueron los SK110-1 y SK111-1
correspondientes al gen pol. Se utilizaron ademés, los cebadores ALB-S (5'-
GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3’) y ALB-AS (5-
AAACTCATGGGAGCTGCTGGT-3’) para llevar a cabo una cuantificaciéon en
paralelo del gen de albumina, cuyas mediciones permitieron la normalizacion de la
cantidad de copias del gen pol. Las amplificaciones de ambos genes se llevd a
cabo en reacciones separadas, en un equipo ABI Prism 7500 System (Applied
Biosystems).
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Para validar la especificidad de las amplificaciones, se utilizé la herramienta
melting curves, que permite determinar la temperatura de desnaturalizacion de los
productos obtenidos, agregando un paso adicional al ciclado. Para el analisis de
datos se utiliz6 un método de cuantificacion absoluta. Las curvas de calibrado se
construyeron a partir de una muestra de concentracidon conocida del gen de
interés; se realizaron diluciones seriadas 1/10 del stock de ADN extraido a partir
de 2x108 células MT2 (21,05ng/ul). Se normalizé la cantidad de ADN asumiendo la
presencia de dos copias del gen albumina y dos copias gen pol por cada célula; la
linea celular MT2 posee 8 provirus defectivos integrados al cromosoma con solo
dos copias completas del gel pol por célula [166]. Se establecié la siguiente
relacion: 240 ng de ADN gendmico corresponde a 39.000 células [167]. Se incluy6
una curva de calibrado tanto para el gen de interés, como para el gen
normalizador en cada una de las corridas a realizar. Para todas ensayos, el limite
de deteccion (LOD) fue de 3,4 copias de pol/reaccion y 34,2 copias de
albumina/reaccion; cuyos valores se ajustan a las guias MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments), que
indican que el LOD mas sensible tedricamente posible es de 3 copias/reaccion.
Los valores obtenidos fueron expresados como copias de pol/célula. El andlisis de

datos se realizé6 mediante el software InfoStat, version 2011.

Secuenciacion y andlisis filogenético de la regién LTR: se amplifico la region
LTR del HTLV-1 con los cebadores externos especificos 8200LA/3VEXT; y los
cebadores internos 8200LA/3VINT, respectivamente (Tabla 6). El tamafio de los
productos finales de amplificacion fue de 459pb. Las condiciones de ciclado se
muestran en la Tabla 7. Como controles HTLV-1 positivos se utilizaron: ADN
extraido de la linea celular MT2 (productora de HTLV-1) en la minima dilucién
positiva y muestras HTLV-1 positivas conocidas. Como controles negativos de
utilizaron agua estéril, ADN de la linea celular H9 (no infectada por HTLV-1/2) y
muestras negativas para HTLV-1 conocidas. La secuenciacion se llevo a cabo
utilizando una mezcla comercial (ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Version 3.0 mixture, Applied Biosystems), que contiene los

terminadores marcados, deoxinucleésidos trifosfato, AmpliTag ADN Polimerasa,
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pirofosfatasa, cloruro de magnesio y buffer. La mezcla de dNTPs incluye dITP en
lugar de dGTP para minimizar la compresion de las bandas. Ademas utiliza dUTP
en lugar de dTTP para mejorar la incorporacion de los terminadores. Las
secuencias se generaron en un secuenciador automatico (ABI Prism 3100 Genetic

Analyzer) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 6. Pares de cebadores usados para la amplificacién de un fragmento del LTR de HTLV-1.

Primer ciclo

Gen Nombre Posicion Secuencia Referencia

8200LA  8196-8219 CTC ACA CGG CCT CAT ACA GTACTC
LTR-1 [168]
3Vext  8759-8742 CGC AGT TCA GGA GGC ACC RM

Segundo ciclo

Gen Nombre Posicién Secuencia Referencia

8200LA  8196-8219 CTC ACA CGG CCT CAT ACA GTACTC
LTR-1 [168]
3VINT  8724-8699 GAA CGC RAC TCA ACC GGC RYG GAT GG

Tabla 7. Condiciones de ciclado para la PCR de secuenciacion para HTLV-1 a partir de un
fragmento del LTR.

N° de ciclos  Temperatura Tiempo
1 96°C 5 minutos
96°C 10 segundos
24
50°C 5 segundos
1 60°C 4 minutos
1 72°C 5 minutos
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Amplificacidén de los alelos HLA-A: se realiz0 la tipificacion de HLA clase | (A)
mediante amplificaciones por PCR con cebadores especificos de secuencias de
diferentes zonas donde existen polimorfismos diferenciales a partir de ADN
gendmico, para luego realizar la secuenciacion de estos productos. Los cebadores
utilizados se detallan en la Tabla 8. La presencia de bandas se confirmé a través
de electroforesis en gel de agarosa. Los exones 2 y 3 fueron amplificados en un
Unico producto de 1000 pb, utilizando los cebadores 5AIn 1-46 y 3AIn3-66 [169].

Tabla 8. Cebadores utilizados para la amplificacién y secuenciacién de HLA-A.

Nombre Cebadores PCR (5°-3") Nombre Cebadores secuenciacion (5°-3")

5Ain1-46 GAAACSGCCTCTGYGGGGAGAAGCAA  3Ain2-37 GGCCGTCCGTGGGGGATGAG

- 3Ain3-66 TGTTGGTCCCAATTGTCTCCCCTC 3Ain3-41 TGTGGGAGGCCAGCCCGGGAGA

Secuenciacion de los alelos de HLA-A clase I: La secuenciacion alélica de HLA
se realizd en un secuenciador automatico (Applied Biosystems DNA sequencer

3100), como ya ha sido descrito previamente.
PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Datos epidemioldgicos: los datos clinico-demograficos y los resultados
virolégicos de las muestras con patologias analizadas en éste estudio fueron
ingresados en una planilla electrénica Excel y posteriormente analizados mediante
el software estadistico SPSS 19.0. Las evaluaciones estadisticas se realizaron
utilizando los siguientes tests (segun correspondié en cada situacién en particular,
previo testeo de las condiciones de aplicacion de cada uno de ellos): Test de
Student (para varianzas estimadas como iguales o diferentes) o Wilcoxon Rank
Sum test; Test Z para una muestra o Test binomial exacto; Test Chi?2 de Pearson o

Test exacto de Fisher.

Carga proviral: el andlisis de datos se realiz6 mediante el software InfoStat,
version 2011. Las diferencias entre los grupos se establecieron utilizando el U test

de Mann-Whitney Wilcoxon, analisis no paramétrico. Se considero hipotesis nula a
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la inexistencia de diferencia significativa entre la CPV (copias de pol/célula) de
muestras pacientes con ATLL y muestras de pacientes con HAM/TSP. Se realizo
un analisis de correlacion de Spearman (test no paramétrico) para estudiar la
relacion entre CPV y la edad de los individuos al momento de la obtencién de la

muestra. Los resultados se graficaron con GraphPad Prism, version trial 6.03.

Anadlisis filogenético de HTLV-1. el porcentaje de similitud fue obtenido
comparando las secuencias estudiadas con la secuencia prototipo pertenecientes
a cada subtipo (test de Kruskal-Wallis). Las secuencias fueron examinadas con el
programa BioEdit, alineadas con el algoritmo Clustal W y corregidas manualmente
[170]. Los célculos de distancia media y la reconstruccion filogenética por medio
de neighbour joining (NJ) se realizaron utilizando el programa MEGA 6 para
Windows [171].

Tipificacion de HLA-A: los resultados obtenidos del andlisis de HLA-A se
incorporaron a una base de datos y el analisis estadistico para establecer
asociaciones entre determinados polimorfismos de alelos de HLA-A descritos en la
literatura, la presencia de una patologia o los valores obtenidos de CPV ser
determinaron utilizando los siguientes tests (segun correspondié en cada situacion
en particular, previo testeo de las condiciones de aplicaciéon de cada uno de ellos):
Test de Student (para varianzas estimadas como iguales o diferentes), Test Chi?
de Pearson o Test exacto de Fisher, ANOVA de una via o test de Kruskall Wallis.
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RESULTADOS

Pagina 61



1. Caracteristicas epidemio-demograficas de todos los casos procesados
para diagnostico de HTLV-1/2 por el grupo HTLV del INBIRS.

De inicio se procedio a organizar las planillas de datos de los diferentes
afnos correspondientes a todos los individuos que fueron derivados desde bancos
de sangre u otros servicios médicos o bien que hayan concurrido al INBIRS para
el Diagnostico de HTLV-1/2 entre Enero de 1998 y Diciembre de 2014 en una
base Unica. A partir del andlisis de ésta se calculd la existencia de un total de 2206

muestras procesadas y conservadas en el instituto.
Caracteristicas demograficas

Dependiendo del afio y procedencia de la muestra el registro de la informacion
sobre los pacientes puede no ser completo para todas las variables analizadas
(género, edad, poblacion, provincia de origen). En la Tabla 9, se muestra el total

de casos obtenidos para cada variable analizada.

Tabla 9: Caracteristicas demogréficas de la poblacion estudiada.

(N=2206) Procedencia de la muestra

1373 1107 2120 2165

N=1373

En cuanto a las caracteristicas
demograficas de la poblacién estudiada, de
1373 individuos con informacion de género,
el 58.6% (n=804) correspondian al género

masculino (Figura 9).

Figura 9: Distribucién por género
de los 1373 casos analizados.
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De los 1373, se contaba con la informacion de edad en 1107 Casos. De
ellos, el 41.01% (n=454) eran mujeres, con una mediana de edad de 36 afos;
mientras que el restante 58.99% fueron hombres (n=653) con una mediana de
edad de 35 afios (Tabla 10).

Tabla 10: Distribucion por edad y género de casos procesados para diagnostico de HTLV en el
INBIRS.

1 92 35 (35.6-37.7)

No hubo diferencia estadisticamente significativa (p: 0,2884) con respecto a

la edad distribuida por género de los casos que se incluyeron en el analisis
(Figura 10).

p=0.2884

1004

80+ _

20

Edad

o

Figura 10: Distribucion por edad y género de los 1107 casos estudiados.

En cuanto a la procedencia de las 2165 muestras procesadas en el INBIRS
para diagnéstico de la infeccion por HTLV-1/2 en relacién al pais, 2153
correspondian a individuos residentes de Argentina (9 de origen peruano de los

cuales 4 resultaron HTLV-1 positivos, 3 seroindeterminados y 2 negativos por
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WB), mientras que 2 residian en Paraguay (HTLV-1 positivos) y 1 en Uruguay
(seronegativo). De 41 casos no se obtuvieron datos.

De los casos pertenecientes a ciudadanos argentinos, el 35.4% provenian de
la Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 15.8% de la provincia de Mendoza, 9.8% de
la provincia de Buenos Ares, 8.7% de Santa Fe, 6.0% de Neuquén, 5.8% de la
provincia de Corrientes y en menores porcentajes de las provincias de Chaco,
Chubut, Cérdoba, Entre Rios Formosa, Jujuy, Misiones, Rio Negro, Salta, San
Juan, San Luis, Santa Cruz, Santiago del Estero, Tierra del Fuego y Tucuman
(Tabla 11).

Tabla 11: Distribucion por provincia de los 2162 casos procesados en el INBIRS para diagndstico

de HTLV-1/2.
PROVINCIA
FRECUENCIA PORCENTAIJE
(N=2165)
CABA 779 35.4
BUENOS AIRES 217 9.8
SANTA FE 191 8.7
CORRIENTES 128 5.8
[ MISIONES | 104 4.7
JUJUY 52 2,4
ENTRE RIOS 41 1.9
RIO NEGRO 36 1.6
CHACO 25 1.1
SALTA 21 1.0
FORMOSA 16 0.7
CHUBUT 16 0.7
SANTIAGO DEL
TIERRA DEL FUEGO 12 0.5
TUCUMAN 7 0.3
SANTA CRUZ 4 0.2
(e(0]3{p]0]:7.\ 3 0.1
SAN LUIS 1 0.0
EXTRANJEROS 14 0.5
SIN DATOS 41 1.9
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En relacion a los motivos por los que los individuos fueron estudiados en
nuestro instituto para el diagnéstico de HTLV, el 77.2% (n=1640) de los 2124
casos analizados con informacion de derivacidén, fueron derivados por servicios de
hemoterapia con un resultado de tamizaje reactivo como donante de sangre, 8.4%
(n=178) por servicios de neurologia, el 4.8% (n=103) de infectologia (60
correspondian a pacientes HIV positivos, algunos DS o para diagnostico
diferencial de HAM/TSP), el 2.2% (n=46) por servicios de hematologia (39 por
diagnostico diferencial de leucemias y 7 donantes de médula 6sea) vy, el 1.7%
(n=37) de pediatria (por cuadro neurolégico compatible con HAM/TSP, ser hijo de
madre HTLV-1/2 positiva o presentar inmunodeficiencias) y 1 (0.04%) caso por
tratamiento de fertilidad. Un 3.1% (n=66) eran familiares de individuos
diagnosticados con HTLV-1/2, de las cuales 9 eran mujeres embarazadas, y 4
(0.2%) eran pacientes ya diagnosticados con HTLV-1/2 para su seguimiento.
Ademas, el 2.2% (n=49) de los casos pertenecian a individuos originarios de Jujuy

y Formosa estudiados por sospecha de infeccién (Figura 11).

8 COMUNIDADES ORIGINARIAS

® FAMILIAR

@ TRATAMIENTOS DE
FERTILIDAD

@ HEMATOLOGIA

M INFECTOLOGIA

@ NEUROLOGIA

W PEDIATRIA

M SEGUIMIENTO

Figura 11: Distribucion por poblacién de los 2124 casos con informacion sobre el motivo de
diagnostico de HTLV-1/2.
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2. Frecuencia y caracteristicas epidemiolégicas de casos confirmados como
HTLV-1y HTLV-2 diagnosticados en el INBIRS

De las 2206 muestras totales analizadas, 1681 fueron derivaciones de
servicios de hemoterapia correspondientes a donantes de sangre con pruebas de
tamizaje reactivas y 525 correspondieron a individuos con sospecha de
diagnéstico para la infeccion por HTLV-1/2. En el INBIRS, 1192 muestras
presentaron un resultado reactivo por algin método de tamizaje y 1014 fueron no
reactivas. De las 1192 muestras reactivas, 238 se confirmaron como negativas;
334 indeterminadas, 24 HTLV sin tipificar, 437 HTLV-1 positivas, 153 HTLV-2
positivas y 6 presentaron co-infeccion HTLV-1/HTLV-2, por WB.

Solamente se contaba con material de 66 muestras que resultaron
Indeterminadas por WB y de 6 HTLV sin tipificar para diagnéstico molecular. De
las 66; 2 fueron confirmadas como HTLV-1, 1 como HTLV-2 y 63 como negativas
mientras que de los casos HTLV, 2 resultaron HTLV-1 por n-PCR. Las muestras
restantes no fueron confirmadas por n-PCR por falta de material o bien porque al
momento no se realizaba el diagndstico molecular. En total se obtuvieron 301
casos nhegativos, 441 casos positivos para HTLV-1, 154 casos positivos para
HTLV-2, 6 co-infecciones HTLV-1/HTLV-2, 22 casos de HTLV sin tipificar y 268
muestras indeterminadas por WB.

Teniendo en cuenta tanto los resultados serolégicos como los moleculares,
en la poblaciéon estudiada la prevalencia final de infeccion por HTLV-1/2 fue de
28.2% (623/2206; 1C85%: 26.3-30.1). Del total, 19.9% (441/2206; 1C95%: 18.3-
21.7) correspondi6é a infeccién por HTLV-1; 6.9% (154/2206; 1C95%: 5.9-8.1) a
HTLV-2, 1.0% (22/2206; 1C95%: 0.6-1.4) a HTLV y 0.3% presentaban co-infeccion
HTLV-1/2 (6/2206; 1C95%: 0.03-0.5).

En la Figura 12 se muestra la variacion del nimero de muestras recibidas en
el INBIRS por afio asi como también la relacion con las muestras que resultaron
positivas para HTLV-1/2 en el periodo analizado. Se observa una menor cantidad
de muestras significativas durante los afios que el grupo HTLV suspendio el
servicio (2001/02) (p=0.0297; IC95%: 0.01-0.027) asi como también se observé un
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aumento significativo en el afio 2011 (p=0.005; 1C95%: 0.007-0.038) y en el afo
2014 (p=0.0026; 1C95%: -0.038-0.008). El total de muestras derivadas por

servicios de hemoterapia también se mantuvo constante.
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Figura 12: Variacion del niumero de muestras recibidas en el INBIRS por afio. Ademas de
muestra la relacion con el nimero de muestras que resultaron positivas para HTLV-1/2 en el
periodo analizado.

En cuanto a los individuos HTLV-1/2 positivos, de los 623 casos, se poseia
informacion de edad de 325 de ellos. La mediana de edad de los individuos HTLV-
1 positivos fue de 41 afios (IC95%: 39.17-42.69); para los HTLV-2 de 37 afos
(IC95%: 37.1-42.3); para los HTLV de 38 afios (IC95%: 32.7-45.9), mientras que
para los negativos fue de 34 afios (IC95%: 35.0-36.9). Se observo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.0001) entre las medianas de edad de los

infectados por HTLV-1 con respecto a los no infectados (Figura 13).
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Figura 13: Distribucion por edad en relacién al tipo de infeccion. a) Considerando a todos los
individuos infectados como un solo grupo; b) Considerando todos los tipos de infeccién por
separado. Los individuos co-infectados con HTLV-1 y HTLV-2 fueron incluidos en los grupos
HTLV-1y HTLV-2.
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A su vez, la frecuencia de infeccion por HTLV-1/2 entre las mujeres fue de
50,1% (178/350) y entre los hombres de 49.9% (176/549); no habiendo diferencia
estadisticamente significativa (p=0,3303) en la proporcion de infectados por HTLV-
1/2 entre hombres y mujeres (Figura 14). Por lo tanto, no se observd asociacién

entre la infeccion por HTLV-1/2 y el género en nuestra poblacion (p=0.0662).

a) b)
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Figura 14: Distribucion de casos HTLV segun el tipo de infeccidén y el género. a) Se consideraron
todos los individuos seropositivos juntos. b) Distribucidn segun el tipo de infeccion y género.

En relacién a los individuos infectados por HTLV-1/2, de los 623 individuos
totales, 483 habian sido derivados de bancos de sangre, 35 de servicios de
neurologia para un diagnostico diferencial, 27 habian sido derivados de servicios
de infectologia (14 eran pacientes HIV positivos, 4 eran usuarios de drogas
inyectables y los restantes eran donantes de sangre o bien pacientes para
diagnéstico diferencial de HAM/TSP), 23 eran familiares de individuos infectados
por HTLV-1/2 de las cuales 6 eran mujeres embarazadas, 18 provenian de
servicios de hematologia de los cuales 12 tenian un diagnéstico presuntivo de
ATLL, 8 de nifios nacidos de madres HTLV-1/2 positivas, 4 concurrieron al centro
para su seguimiento de la infeccibn por HTLV-1. Ademas, 8 provenian de
individuos de comunidades originarias del norte de nuestro pais (Jujuy y
Formosa), y de los restantes 17 casos se desconoce el motivo de su derivacion
(Tabla 12).
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Tabla 12. Distribucién por tipo de derivacion de 623 casos procesados en el INBIRS para
diagnéstico de HTLV-1/2.

_ HTLV-1 | HTLV-2 | HTLV-1/2 | HTLV | TOTALES
| DONANTES DE SANGRE | 20 483

DONANTES DE SANGRE 321 137 5
32 2 - 1 35
24 1 1 1 27
18 5 - 23
18 - - 18
7 1 - - 8

4 - - - 4

13 4 - - 17
4 4 . . 8

441 154 6 22 623

En la Figura 15 se muestra la variacion del nimero de muestras de donantes
de sangre a lo largo de los afios estudiados y la relacion con los casos positivos
diagnosticados en el INBIRS.
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Figura 15: Variacion del nimero de muestras de donantes de sangre recibidas en el INBIRS
por afio. Ademas de muestra la relacién con el nimero de muestras de ésta poblacion que
resultaron positivas para HTLV-1/2 en el periodo analizado.

La mayoria de los casos infectados correspondian a individuos residentes de
la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (N=204), luego a Corrientes (N=68), seguido
por Neuquén (N=55) y Mendoza (N=55), provincia de Buenos Aires (N=49),
Misiones (N=41), Santa Fé (N=37), Rio Negro (N=19), Salta (N=13) y con menores
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frecuencias en el resto de las provincias. En la Figura 16 se detalla la procedencia

de los casos infectados distribuida por provincia.
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Figura 16: Distribucion por provincia de los casos infectados HTLV-1/2.

3. Prevalencia y caracteristicas epidemioldgicas de los casos con patologias
asociadas al HTLV-1

En cuanto a la prevalencia de las enfermedades asociadas a la infeccion
por HTLV-1, se han podido diagnosticar un total de 16 casos de ATLL con una
prevalencia de 0.7% (IC95%: 0.349-1.102) y 40 casos de HAM/TSP con una
prevalencia de 1.8% (IC95%: 1.234-2.393). En la Figura 17 se detalla la
procedencia (pais/provincia) de los individuos que presentaron patologias
asociadas al HTLV-1, distribuidas segun ATLL y HAM/TSP.

Pagina 70



E
o
]

B3 ATLL
HAM/TSP
30 =
;]
o
[}
S 20-
z
104
u_
5 \'n - 0 &
& LTSS §
& ‘gg—" & &P
& & & F <
N

Figura 17: Procedencia de los individuos que presentaron las patologias asociadas a la infeccion
por HTLV-1. ATLL: Leucemia/Linfoma a células T del Adulto, HAM/TSP: Mielopatia Asociada al
HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical.

De los 9 casos de ATLL de CABA, 4 de ellos reportaron alguna relacion con
areas endémicas para la infeccion por HTLV-1/2 (haber nacido en Formosa, Jujuy,
o bien tener padres del norte del pais como Formosa, Tucuman o Santiago del
Estero). Ademas, 4 fueron derivados de Santa Fé, 1 de Tucuman (cuya madre era
de Salta) y 2 de Paraguay. En cuanto a los casos de HAM/TSP, de los 28
reportados en CABA 7 eran nacidos en Perq, 2 en Paraguay, 1 Colombia, 1 nacido
en Chaco y uno era hijo de Paraguayos. De los 9 de provincia de Buenos Aires, 2
reportaron haber nacido en Per(, y uno en Bolivia. De los 3 casos restantes 1 era
de Rio Negro, uno de Santa Fe y uno de Tucuman.

No se observaron diferencias significativas respecto de las medianas de
edad entre ambos grupos (Figura 18) ni en relacién al género tanto para ATLL
(p=0.2636; 1C95%: -0.137-0.671) como para HAM/TSP (p=0.4451; IC95%: -0.145-
0.395)
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Figura 18: Medianas de edad y género para individuos con ATLL Y HAM/TSP. a)
Comparacién de medianas de edad para los individuos diagnosticados con patologias asociadas a
la infeccién por HTLV-1. b) Cantidad de casos con ATLL y HAM/TSP agrupados por género. ATLL:

Leucemia/Linfoma a células T del Adulto, HAM/TSP: Mielopatia Asociada al HTLV-1/ Paraparesia
Espastica Tropical.

4. Analisis filogenético las cepas HTLV-1 detectadas en individuos con

patologias asociadas a la infeccion

De las 56 muestras provenientes de individuos HTLV-1 positivas con
patologias, se incluyeron un total de 27 muestras para el analisis filogenético ya
gue no se contaba con material de las restantes (20 pertenecian a individuos con
HAM/TSP y 7 con ATLL). Para ello, se amplific6 y secuencio la regiéon LTR de
cada una y se las analizaron junto con 98 cepas referentes disponibles en el
GeneBank elegidas por su proveniencia geogréfica (paises Sudamericanos con
altas tasas de migracion a Argentina), cepas previamente reportadas en Argentina
y las representativas de los subtipos y subgrupos conocidos, conformando una
matriz optimizada de 459pb. La matriz se analiz6 por NJ, obteniendo los
resultados que a continuacion se detallan (Figura 19). La secuencia de referencia
Mel 5, de origen melanésico y subtipo c, fue utilizada como grupo externo. El
analisis filogenético permitié detectar los subtipos a-d y dentro del subtipo a
(Cosmopolita) se distinguieron los 5 subgrupos A-E. Como se puede observar en
la figura, el subtipo cosmopolita HTLV-1 a se agrup0 separado de los subtipos
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HTLV-1 b, ¢, y d (valor de bootstrap: 65%). Dentro del subtipo Cosmopolita, se
distinguieron cinco subgrupos, como fue descrito previamente. Si bien todos ellos
han sido consistentemente separados, solo dos subgrupos, el subgrupo C (Africa
del Oeste/ Caribe) (valor de bootstrap: 88%) y el subgrupo D (Africa del norte)
(valor de bootstrap: 82%), demostraron buen soporte con valores superiores al
75%.

Las 27 secuencias HTLV-1 se incluyeron dentro del subtipo Cosmopolita (a)
(65% bootstrap), y 24 de ellas clasificaron como subgrupo Transcontinental (A).
Dentro de este subgrupo, 15 secuencias agruparon en 2 clusters
Latinoamericanos previamente descriptos: 11 en el Clado Latinoamericano
Mayor (que incluyé referencias de Amerindios de Argentina, Perd y Brasil) y 4 en
el Clado Latinoamericano Menor (con referencias de nativos de Surinam,
Guyana, Pera y Argentina). Las 9 secuencias restantes se distribuyeron a lo largo
del arbol sin incluirse en un clado particular. Por fuera del subgrupo
Transcontinental, una secuencia de una mujer de Jujuy con ATLL (ATL3) agrupé
con dos secuencias (Neu2 y Neu3) provenientes de mujeres peruanas con
HAM/TSP y formaron un grupo monofilético el cual a su vez incluyé a una
referencia de Brasil (Br4) y otra de Peru (BI3), ambas provenientes de individuos
descendientes de raza negra. Dicho clado, designado previamente por nuestro
grupo como Clado divergente y publicado en 2008, clasificé dentro del subgrupo
B del Cosmopolita (NJ, 84% bootstrap) (Figura 19) [172].
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los siguientes: JCP (Brasil), ATL7 (Argentina),
ATL5 (Argentina), Mel.Peru (Peru), FCR (Brasil),
MAQS (Brasil), MASU (Brasil), Neu6 (Argentina),
Me2.Peru (Pert), Ar5 (Argentina), BDCOR1
G Lmamirotlens (Argentina), BD15 (Argentina), Neul9 (Argentina),
koo IDU1-3 (Argentina), Neu20 (Argentina), ATL6
_ (Argentina), ATL2 (Argentina), Qu3.Peru (Peru),
Neull (Argentina), BD12 (Argentina), BD16
wes (Argenting), BD14 (Argentina), ARGDOU
(Argentina), BD11 (Argentina), FSW3 (Argentina),
PW1 (Argentina), Qul.Peru (Perd), Neu8
(Argentina), Neul6 (Argentina), MSM3
(Argentina), BD17 (Argentina), Arl5 (Argentina),
Ard9 (Argentina), BD4 (Argentina), Neul2
(Argentina), FSW2 (Argentina), Neul (Argentina),
FSW4 (Argentina) Nau7 (Argentina), FSW5
(Argentina), Ar55 (Argentina), ATL1 (Argentina),
Gya572 (Guyana), Neu2l (Argentina), BD13
(Argentina), BOI (Francia), Gyab542 (Guyana),
SurHM22 (Surinam), Gya468 (Guyana), BD8
(Argentina), BD1 (Argentina), FSW1 (Argentina),
TBH-2 (Sudafrica), TBH-1 (Sudafrica), Sur230
(Surinam), Sur229 (Surinam), Neul7 (Argentina),
BD10 (Argentina), BD3 (Argentina), ATL4
(Argentina), AMA (Brasil), CMC (Taiwan), cam
(Guayana Francesa), Neul8 (Argentina), ARGSOT
(Argentina), BD2 (Argentina), Neul5 (Argentina),
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(Argentina), PW2 (Argentina), Neu4 (Argentina), BRRJ53-97 (Brasil), Neul4 (Argentina), BRRP445
(Brasil), KUW-1 (Kuwait), Abl.A (Sudéfrica), CH26 (Chile), BCI1-2 (Columbia Britanica), BD7
(Argentina), MSM2 (Argentina), FSW6 (Argentina), Arll (Argentina), 73RM (USA),MT2 (Japon),
NeulO (Argentina), Neul3 (Argentina), H5 (Japdn), BCI2-1 (Canada), Nil.Peru (Peru), ATK-1
(Japén), MT4 (Francia), ATLYS (Japén), Neu2 (Argentina), ATL3 (Argentina), BI3.Peru (Perl), Br4
(Brasil), Neu3 (Argentina), RKl4.Peru (Pert), Bll.Peru (Pert), Pri44 (Marruecos), BO (Argelia),
FrGul (Guayana Francesa), NM1626.lac (Guayana Francesa), pygl9 (Africa Central), PH236
(Gabdn), ITIS (Republica Democratica del Congo), MEL5 (Islas Salomaén).

Sub-arboles de Neighbourg Joining (NJ) con las secuencias de un fragmento de 490 pb del LTR
del HTLV-1. Las secuencias correspondientes a las muestras analizadas se muestran con e (ATL)
y A (HAM/TSP), b) muestras analizadas que agruparon dentro del cluster Latinoamericano mayor,
c) muestras que agruparon en el Cluster Latinoamericano menor, d) muestra ATL3 que agrupé

junto a otras secuencias en el subtipo Cosmopolita, subgrupo B.
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5. Niveles de carga proviral de pacientes con patologias asociada al
HTLV-1

Se determiné la carga proviral (CPV) de HTLV-1 mediante el método de
cuantificacion PCR en tiempo real (SYBR Green) en las 29 muestras provenientes
de individuos con patologias, 7 correspondientes a ATLL y 22 a HAM/TSP. En
todas las corridas realizadas se incluyé una curva de calibrado tanto para el gen
de interés (pol de HTLV-1), como para el gel normalizador (albimina) (Figura 20).
De esta manera, para cada ensayo existe una ecuacion distinta que permite
establecer una relacion entre el CT (ciclo umbral) obtenido y la cantidad de copias
del gen de interés. La determinacion de CPV se expresd como copias de HTLV-1

cada 100 células mononucleares de sangre periférica.

a)
G Curva de calibracion de albumina

35,0000
30,0000 - \ y =-3,5265x + 36,814
25,0000 R?=0,9993
20,0000

15,0000

10,0000

5,0000

0,0000 Log (copias de albumina)

0,0000  1,0000 2,0000 3,0000 40000 50000
b)
G Curva de calibracion de pol

40,0000
35,0000
30,0000
25,0000 v =-3,626x + 36,689
20,0000 R? = 0,9988
15,0000
10,0000

5,0000

0,0000 Log (copias de pol)

0,0000 1,0000 2,0000 3,0000 4,0000 5,0000

Figura 20: Curva de calibracion con diluciones 1/10 de un cultivo de células MT-2 infectadas con
HTLV-1.a) Curva de calibracion para el gen celular de albumina. b) Curva de calibracion para el
gen viral pol de HTLV-1.
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En la Tabla 13 se detallan los valores obtenidos de CPV para todas las
muestras analizadas que fueron agrupadas segun la patologia asociada; ATLL o
HAM/TSP.

Tabla 13. Datos demograficos y valores de carga proviral (CPV) para cada una de las muestras
pertenecientes a pacientes con patologias asociadas a la infeccion por HTLV-1.

PROCEDENCIA
MUESTRA | CPV | PATOLOGIA | EDAD | GENERO DE LA AN;ECRII:EDSEQSES
MUESTRA

ATL1 1,30 ATLL Linfoma 48 FEMENINO CABA Sin datos

ATLL .
ATL2 1249 | Jemia 67 FEMENINO CABA Sin datos
ATL3 3,73  ATLL Linfoma 29 FEMENINO CABA Sin datos
ATL4 33,98 ATLL. 53  MASCULINO CABA PREIE LIEUGREND 37
Leucemia madre santiaguena
ATLL .
ATL5 9,87 Pl 21 MASCULINO SANTA FE Sin datos
ATLL
ATL6 40,20 | Jiomio 66 FEMENINO CABA Tucumana
ATL7 0,34 ATLLLinfoma 25  MASCULINO CABA Sin datos
13,08 HAM/TSP 31 MASCULINO CABA Madre Paraguaya
3,12 HAM/TSP 25 FEMENINO CABA Peruana
13,09  HAM/TSP 41 MASCULINO CABA Sin datos
1,67 HAM/TSP 67 FEMENINO CHUBUT Sin datos
15,53  HAM/TSP 55  MASCULINO Sin datos Sin datos
Madre y abuela
Neu6 1,01 HAM/TSP 40 FEMENINO CABA Peruanas con
HAM/TSP
Peruana y madre
12,86  HAM/TSP 61 FEMENINO CABA vy
1,35 HAM/TSP 50  MASCULINO BUENOS AIRES Sin datos
Neu9 0,71 HAM/TSP 43  FEMENINO CABA I e s ey
HTLV-1.
29,54  HAMITSP 56 FEMENINO Sin datos Sin datos
0,12 HAM/TSP 19  MASCULINO CABA Peruano
10,45  HAM/TSP 71 FEMENINO CABA Sin datos
Madre fallecida por
17,91  HAM/TSP 37 FEMENINO CABA S ety
28,46 HAM/TSP diigs Sin datos CABA Sin datos
1,28 HAM/TSP 37  FEMENINO CABA HIV/HCV positiva
4,78 HAM/TSP 51 FEMENINO  BUENOS AIRES Sin datos
3,12 HAM/TSP 27 FEMENINO CABA Sin datos
Peruano con
5,39 HAM/TSP 65  MASCULINO CABA T
8,57 HAM/TSP 52 FEMENINO CABA Sin datos
8,91 HAM/TSP 14 FEMENINO CABA Chubut
35,10 HAM/TSP 52  MASCULINO CABA Sin datos
4,03 HAM/TSP 49  MASCULINO CABA Sin datos

CPV: carga proviral (N° copias/100 PBMCs), ATLL: Leucemial/linfoma a células T del Adulto
HAM/TSP Mielopatia asociada al HTLV-1/ Paraparesia Espéastica Tropical.
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Se construyo un grafico a partir de los valores de CPV obtenidos para todos
los individuos con patologia. Como se observa en la Figura 21, existe una alta
dispersion entre la CPV de cada muestra, por lo que la comparacion entre ambos
grupos se realiz6 comparando las medianas, junto con el desvio estandar en cada
caso (Tabla 14). No existe una diferencia significativa entre el valor de CPV de
muestras de pacientes con ATLL y de aquellos con HAM/TSP. Se realizé un
andlisis de correlacion para determinar si existe alguna relacion entre estas

variables, pero dicha relacion no pudo confirmarse (p= 0,36).
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Figura 21: Valores de carga proviral para individuos con ATLL y HAM/TSP. a) Gréfico de
dispersion; el valor de la media para cada grupo se representa con una linea recta. b) Gréfico de
barras: mediana y desvio estdndar de los grupos segun la patologia. No se observan diferencias

significativas entre los valores de cada grupo (p=0.37).

Las tres muestras con mayor CPV pertenecieron a 2 pacientes con ATLL y uno
con HAM/TSP.

Tabla 14: ParAmetros estadisticos de los dos grupos de patologias asociados al HTLV-1.

MUESTRA ATLL HAM/TSP
22

7
BEEEE 1455 10.00
9.87 6.98
Desvio
Estandar 16.10 10.09
0.37

Pagina 78



6. Alelos de HLA relacionados con susceptibilidad y/o protecciéon para
HAM/TSP o ATLL en pacientes de Argentina

De las 29 muestras estudiadas, 7 no pudieron ser procesadas con los
programas en linea utilizados para la tipificacion de HLA-A basada en
secuenciacion. En las 22 muestras analizadas, se observaron 8 polimorfismos de
HLA-A que se detallan en orden de frecuencia: A*02, A*33, A*31, A*29, A*11,
A*68, A*23 y A*24 (Tabla 15).

Tabla 15: Descripcion de los valores de carga proviral (CPV) y polimorfismos de HLA-A de las
muestras provenientes de individuos con patologias del INBIRS.

MUESTRA PATOLOGIA HLA-A
ATL1 1,30 ATLL Linfoma ~ A*68-A*68

ATL?2 12,49 ATLL Leucemia A*02-A*02
ATL3 3,73 ATLL Linfoma SD
ATL4 33,98 ATLL Leucemia A*31-A*31
ATL5 9,87 ATLL Leucemia SD
ATL6 40,20 ATLL Leucemia A*33-A*33
ATL7 0,34 ATLL Linfoma A*23-A*24
Neul 13,08 HAM/TSP SD
Neu?2 3,12 HAM/TSP A*29-A*29
Neu3 13,09 HAM/TSP SD
Neu4 1,67 HAM/TSP A*02-A*02
Neu5 15,53 HAM/TSP A*29-A*29
Neu6 1,01 HAM/TSP SD
Neu7 12,86 HAM/TSP A*31-A*31
Neu8 1,35 HAM/TSP A*02-A*02
Neu9 0,71 HAM/TSP A*33-A*33
NeulO 29,54 HAM/TSP A*33-A*33
Neull 0,12 HAM/TSP SD
Neul2 10,45 HAM/TSP A*31-X
Neul3 17,91 HAM/TSP SD
Neuld 28,46 HAM/TSP A*02-A*02
Neul5 1,28 HAM/TSP A*29-X
Neul6 4,78 HAM/TSP A*02-A*02
Neul7 3,12 HAM/TSP A*33-A*33
Neul8 5,39 HAM/TSP A*02-A*02
Neul9 8,57 HAM/TSP A*02-A*02
Neu20 8,91 HAM/TSP A*02-X
Neu21 35,10 HAM/TSP A*31-A*31
Neu22 4,03 HAM/TSP A*11-A*11

Al realizar el analisis segun la patologia de los individuos se observaron 6
polimorfismos en los 5 pacientes con ATL (A*02, A*23, A*24, A*31, A*33 y A*68),
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mientras que en los 17 pacientes con HAM/TSP se observaron solo 5 (A*02, A*11,
A*29, A*31 y A*33). Los alelos A*23, A*24 y A*68 se observaron Unicamente en
los individuos con ATL, mientras que los alelos A*11 y A*29 en aquellos con
HAM/TSP.

Para los HLA-A*02, A*31 y A*33, presentes tanto en individuos con ATL
como en individuos con HAM/TSP, no se observaron diferencias significativas
entre los 2 grupos siendo los valores de p= 0.38 (IC95%: -0.588,0.149), p=0.84
(IC95%: -0.307,0.385) y p=0.36 (IC95%: -0.344,0.357), respectivamente. En
individuos con HAM/TSP, el alelo HLA-A*02 se observé con mayor frecuencia,
seguido por el alelo A*33, sin diferencia significativa entre ambos (p=0.09; 1C95%:
-0.029,0.481).

En cuanto al analisis de individuos asintomaticos infectados por HTLV-1, se
analizaron un total de 19 muestras (Tabla 13). Al comparar las medianas de edad
de este grupo con la de individuos con patologias, no se observaron diferencias
significativas (p=0.7179, 1C95%:-13.14-9.128) (Figura 22).
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Figura 22: Comparacion de medianas de edad de individuos asintométicos y diagnosticados con
patologias asociadas a la infeccion por HTLV-1.

En los individuos asintomaticos infectados por HTLV-1, se observaron 10

polimorfismos de HLA-A siendo en orden de frecuencia los siguientes: A*02
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(n=26), A*03 (n=2), A*24 (n=2), A*29 (n=2), A*01 (n=1), A*23 (n=1), A*30 (n=1),
A*31 (n=1), A*33 (n=1), y A*68 (n=1). En la Tabla 16 se detalla la procedencia de
la muestra, la edad y los polimorfismos observados en el grupo de individuos
asintométicos con infeccion por HTLV-1.

Tabla 16: Descripcion de las caracteristicas epidemiolodgicas y los polimorfismos de HLA-A de las
muestras provenientes de individuos asintomaticos con infeccién por HTLV-1.

MUESTRA | ORIGEN DE LA MUESTRA EDAD HLA-A
51

CABA A*02-A*03
JUJUY 62 A*02-A*02
JUJUY 48 A*02-A*02

AS4 JuJuy 59 A*02-A*02
JUJUY 63 A*02-A*02
JUJUY 52 A*29-A*33
JUJUY 50 A*02-A*02
JUIUY 29 A*02-A*24

AS9 Juauy 19 A*02-A*02
CABA 39 A*02-A*02
CABA SD A*02-A*03
MISIONES SD A*24-A*68
MISIONES SD A*02-A*23
CABA 67 A*02-A%02
NEUQUEN SD A*02-A*31
BUENOS AIRES 23 A*02-A*02
BUENOS AIRES SD A*02-A*02
CABA 21 A*02-A*29
CABA 60 A*01-A*30

Al comparar las frecuencias de los polimorfismos presentes en el grupo de
individuos asintoméaticos y con patologias, se observo que el alelo A*02 result6 ser
mas frecuente en asintomaticos (p=0.0092; 1C95%: 0.084-0.0520) mientras que el
A*33 (p=0.045; 1C95%: 0.012-0.326) en individuos con patologias, con diferencia

significativas.

Para el analisis de los valores de carga proviral y su asociacién con los
diferentes polimorfismos de HLA-A, en la Tabla 17 se detallan los resultados
obtenidos divididos por alelo presente en individuos con patologias asociadas a la
infeccion por HTLV-1.
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Tabla 17: Valores de carga proviral (N° copias de gen pol/100 células) distribuidos por alelos de
HLA-A presentes en individuos con patologias asociadas al HTLV-1.

ALELO CPV Media % Error estandar de la media
N°copias pol/100 CMSP

--

T a1 |
__
[ A4 |
__
A*31 10.45
33.98
35.10 23.106.629
12.86
-

A*68 -

En la Figura 23, se detallan los valores de CPV obtenidos para cada alelo,
sus medianas y el valor de p del analisis de ANOVA de una via, donde no se

observan diferencias significativas.

p=0.1682
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Al realizar el andlisis solo entre pares de alelos, se observé una diferencia
significativa de los valores de CPV entre el alelo A*31 y el A*02 (p=0.0488; 1C95%:
0.088-28.20), siendo superior para A*31.

Pagina 83



DISCUSION
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Los HTLVs son retrovirus humanos que se encuentran globalmente
diseminados e infectan aproximadamente 25 millones de personas. La infeccion
se caracteriza por presentar areas naturalmente endémicas con distintos niveles
de prevalencia, focos de microendemicidad, y una restriccion étnico/geogréafica
bien definida.

Argentina, similar a otros paises sudamericanos, tiene areas endémicas con
una restriccion étnica-geografica para la infeccién que circunscribe al HTLV-1 a la
familia Aymara (Kollas) de las tierras altas precordilleranas de Jujuy y Salta; y al
HTLV-2 a la familia Mataco-Guaycuru de las zonas bajas de Formosa, Chaco y
este de Salta. En la region del noroeste ademas, como era légico de esperar se
han reportado focos endémicos de ambas patologias asociadas al HTLV-1, la
HAM/TSP y la ATLL, respectivamente. A excepcion de estas areas, ambos virus,
HTLV-1 y HTLV-2 han sido detectados en distintas poblaciones, como la de
donantes de sangre y mujeres embarazadas con cifras de prevalencias bajas
(0,01% a 0,07%) similares a la de paises no endémicos. En grupos de riesgo las
cifras generalmente alcanzan valores mayores y varian dependiendo de la
poblacidn, region y afio de estudio.

En el 2005, la deteccion de anticuerpos anti-HTLV-1/2 por técnicas de
tamizaje devino un procedimiento obligatorio en los donantes de sangre; sin
embargo no lo es brindar un resultado confirmatorio, y hasta el presente la
infeccion por HTLV no ha sido incluido en ningln programa nacional del Ministerio
de Salud que considere la implementacion de una vigilancia integral. De todos
modos, la mayoria de los servicios de hemoterapia intentan brindar un resultado
final, ya sea porque realizan la confirmacion o porque derivan la muestra para la
misma a un centro de referencia. Esta situacion ha llevado a que algunos
laboratorios en el pais sean referentes, para brindar un diagndstico seroldgico y/o
molecular, como es el caso del grupo HTLV del Instituto de Investigaciones
Biomédicas en Retrovirus y SIDA (INBIRS), ademas de ofrecer un servicio
asistencial integral y sin cargo.

El “Grupo HTLV de Medicina Traslacional” del INBIRS es referente nacional
en HTLV para el Plan Nacional de Sangre (PNS) y la Red de Laboratorios de la
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Administracién Nacional de Laboratorios de Salud “Dr. Carlos G. Malbran” del
Ministerio de Salud desde hace afios. Ha ofrecido el diagnéstico de HTLV desde
1993 y ha recibido muestras derivadas de bancos de sangre y servicios
hospitalarios de la red publica y privada, fluctuando en cantidad y lugar de origen
(provincias), dependiendo del afio y los programas de salud involucrados (PNS,
Programa de Retrovirus y SIDA).

En base a estos antecedentes el objetivo general de esta tesis de maestria
fue aportar mayores conocimientos sobre la infeccion por HTLV-1/2 en Argentina.
Para ello se planteé como primer objetivo realizar un estudio observacional de los
casos estudiados por el Grupo HTLV del INBIRS correspondientes a individuos
que requirieron por distintos motivos el diagnostico de HTLV-1/2 entre enero de
1998 y diciembre de 2014.

A partir del andlisis de una planilla de datos conformada para este fin, se
determind que en el instituto se procesaron y fueron conservadas un total de 2206
muestras. Como muestra la figura 12 en resultados, la cantidad de muestras por
afo fue fluctuando entre 125 y 175 muestras anuales a excepcién de los afios
2001 y 2002 cuando disminuyé significativamente debido a que el servicio de
HTLV se habia suspendido en el INBIRS. En relacion a los datos demograficos, no
se contd con informacion completa para cada variable estudiada (género, edad,
poblacién, provincia de origen) en los 2206 casos ingresados, ya que el laboratorio
de origen no siempre brindaba los mismos; por otro lado, el registro con la
informacion de los pacientes a partir de la encuesta ha ido evolucionando a lo
largo del tiempo en el INBIRS. De todos modos, al realizar el analisis demogréfico
de los 1373 individuos de los cuales se contaba con informacién, se determiné que
el 58.6% de las muestras recibidas correspondian al género masculino y que no
habia diferencia estadisticamente significativa en relaciéon al género. Tampoco
existia diferencia por edad, siendo la mediana de 36 y 35 afios para mujeres y
hombres, respectivamente.

Con relacion al pais de origen, del total 9 casos correspondieron a
individuos de Peru residentes en Argentina, mientras que 2 eran de Paraguay y 1

de Uruguay. Estos datos concuerdan con la caracteristica de nuestra poblacién, la
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cual tiene un importante componente peruano; y con las caracteristicas de la
infeccion en Perd donde el HTLV-1 endémico al igual que sus patologias, ya que
la mayoria de los individuos peruanos de nuestra poblacion estaban infectados por
este tipo viral. Paraguay es endémico para HTLV-2 en originarios del Gran Chaco
y también se ha reportado infeccion por HTLV-1; éste estudio confirma la
presencia de HTLV-1 en Paraguay. El individuo de Uruguay resultd negativo para
la infeccion y no hay practicamente datos sobre estas infecciones en este pais.

En el periodo estudiado, practicamente todas las provincias (n=20), a
excepcion de Catamarca, La Rioja y La Pampa, enviaron muestras para
diagnéstico en el transcurso de los afios; la mayoria provenientes de servicios de
hemoterapia para confirmar el diagnostico de donantes de sangre con un tamizaje
reactivo, y si bien algunos de ellos comenzaron a realizar la confirmacion y el flujo
de muestras a nuestro instituto varia dependiendo del afio, la cantidad de
muestras se mantuvo relativamente constante (Figura 15). Esto demuestra, que si
bien se implementd una ley en bancos de sangre para detectar HTLV hace mas de
diez afios aun sigue siendo importante el rol de los laboratorios referentes parar
brindar un diagnéstico final.

En la Figura 12 se muestra también la variacion del nimero de muestras que
resultaron positivas para HTLV-1/2 en el periodo analizado, manteniéndose en el
tiempo alrededor de 35 muestras anuales, excepto por los afios 2001 y 2002 en el
gue el numero de muestras analizadas fue notoriamente menor. Estos resultados
concuerdan con estudios realizados por nuestro grupo donde se observa que la
prevalencia de la infeccion a lo largo del tiempo, tanto en comunidades originarias
del norte del pais como en donantes de sangre, se ha mantenido en los ultimos 20
afos debido a la carencia de planes nacionales y de informacion a la poblacién
[173, 174].

Més de 200 derivaciones tenian como motivo principal realizar un diagndstico
diferencial para las patologias asociadas al HTLV-1 (ATLL o HAM/TSP) lo cual
indica que los médicos fueron tomando conciencia de la existencia de las
patologias asociadas al HTLV-1 en nuestro pais. De todos modos, vemos que la

mayoria de las mismas provenian de centros de Buenos Aires, donde el grupo
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HTLV de Medicina Traslacional desarrolla cursos y seminarios constantemente.
Esto sugiere que aun se necesita brindar difusion y capacitacion sobre el tema a
profesionales de la salud.

Cuando se determind la prevalencia final para la infeccion por HTLV-1/2
(28%) se observé que hubo mayor cantidad de casos HTLV-1 (441) que de HTLV-
2 (154) positivos. Si consideramos que el HTLV-2 no es causante de enfermedad
por lo cual no se deriva para diagnéstico diferencial y que las provincias de Chaco
y Formosa endémicas para este retrovirus derivaron menos muestras que las del
area endémica para HTLV-1, es légico encontrar mas casos HTLV-1 en la
poblacién estudiada.

Refiriéndonos a la eficiencia del algoritmo diagnéstico para esta infeccion,
debemos recordar que la frecuencia de los resultados indeterminados por WB
aumenta en relacion a la baja especificidad de los equipos de tamizaje utilizados
previamente. Un estudio que realiz6é el grupo HTLV del INBIRS en colaboracion
con distintos servicios de hemoterapia de distintas regiones sobre la comparacién
de ensayos de tamizaje que se utilizan actualmente en el pais en donantes de
sangre, concluy6é que la eleccion de equipos de mayor especificidad impactan
directamente en relacion a un menor descarte de hemocomponentes que resultan
mono-reactivos para esta infeccion [175].

En el 2014 el grupo HTLV implementé un nuevo algoritmo que consiste en
confirmar molecularmente las muestras que resultan no reactivas en su
laboratorio. En base a este analisis, se observd que un total de 86 muestras
recibidas con tamizaje reactivo previo resultaron no reactivas y fueron confirmadas
como negativas por n-PCR; ademas la mayoria provenian de bancos de sangre de
diferentes provincias. Este dato indica que algunos laboratorios utilizan equipos de
tamizaje de menor eficiencia de los existentes en el mercado, lo que resulta en
mayor frecuencia de casos falsos positivos con un diagndstico a confirmar, con
todas las consecuencias que esta situacion implica.

De todos modos, si consideramos que en el INBIRS se utilizan equipos de
alta eficiencia, podemos observar que adn asi, se obtienen resultados

indeterminados western blot que requieren una confirmacion molecular por n-PCR,
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y algunos de ellos corresponden a casos negativos para la infeccion. Es por ello
que las pruebas de confirmacién presentan otro desafio para los bancos de sangre
y servicios de transfusion. La técnica de WB es la Unica disponible comercialmente
en las Américas, y ademas de ser muy costosa, a menudo da lugar a complejos
patrones de reactividad, que como se explicO anteriormente deben ser
interpretados como indeterminados. Esta caracteristica actual del diagndstico del
HTLV-1/2 hace que el asesoramiento de los donantes de sangre reactivos por
pruebas ELISA sea aun mas complejo, lo que a menudo requiere la extraccion de
una segunda muestra para la repeticion del ELISA y el WB [176]. Ademas, en los
casos que siguen resultando indeterminados o HTLV positivos sin tipificar, solo
quedara como Unica alternativa poder definir el diagndstico mediante una técnica
molecular. Nuestros datos confirman que la n-PCR tiene una mayor eficiencia que
el WB, como ya ha sido demostrado en estudios previos [177].

En cuanto a los individuos positivos para la infeccion por HTLV-1, se
determind una mediana de edad significativamente mayor respecto a los no
infectados y no se observo asociacion entre la infeccion por HTLV-1/2 y el género
en nuestra poblacion. Estos resultados concuerdan con reportes previos que
describen medianas de edad superiores en individuos infectados, antecedente
l6gico al ser la via sexual uno de los principales modos de contagio [1].

Por otro lado, las enfermedades asociadas al HTLV-1 se dan generalmente
en adultos, en promedio hacia los 40-50 afios de edad. Mientras la ATLL es mas
frecuente en hombres que en mujeres (proporcibn hombre/mujer: 1,4), la
proporcién para la HAM/TSP es inversa (proporcion hombre/mujer: 0,4). De los 22
casos de HAM/TSP analizados en este estudio, 13 correspondian a mujeres y de
las 7 con ATLL, 4 eran mujeres.

En donantes de sangre la prevalencia de HTLV-1/2 fue de 29,1%, resultado
muy superior a lo reportado tanto para areas endémicas como no endémicas del
pais. Se debe considerar que ésta prevalencia se basa en un muestreo sesgado,
ya que la mayoria de las muestras son derivadas por un resultado reactivo previo
y ademas, incluyé muestras provenientes de bancos de sangre de provincias

endémicas para HTLV-1/2. Refiriéndonos a las areas no endémicas, la mayoria de
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los casos eran HTLV-1, hecho que concuerda con antecedentes previos de
nuestro grupo donde este tipo viral se describe como mas frecuente en otras
poblaciones no vulnerables [178-181]. Esta situacion generalizada en nuestro
pais, podria deberse a que si bien comunidades de la Region Chaquefia
endémicas para el HTLV-2 han migrado a las grandes ciudades, estos individuos
no tienen el habito de donar sangre. Ademas, contamos con migraciones de
poblaciones desde paises endémicos para HTLV-1 como Peru y Bolivia, que si lo
hacen. Estos datos reafirman que el HTLV-1 estaria circulando con mayor
frecuencia en areas no endémicas de nuestro pais. Con respecto al grupo de
originarios de la Region Norte, no se observé una prevalencia significativamente
mayor para HTLV-1 o HTLV-2 en comparacion con la de donantes de sangre;
pero este resultado es esperable nuevamente debido al sesgo de la muestra
analizada

En lo que respecta a los casos HIV positivo, la prevalencia fue de 21,5%,
similar a cifras descriptas en estudios previos de los 90’s para casos de HIV y
superior a cifras reportadas en Hombres que tienen Sexo con Hombres de la
ciudad de Buenos Aires (13.8%) [182]. Hay que tener en cuenta que la mayoria
de los casos HIV positivos coinfectados con HTLV-1/2 (9/35) de la poblacién
analizada corresponden a los afios 1998 y 1999, mientras que en los afios 2000 a
2014 solo se registraron 5 coinfectados de los 30 analizados. En este grupo la
mayoria también resulté ser HTLV-1 positiva en oposicion a estudios de afios
anteriores los cuales describian una mayor frecuencia de HTLV-2, tipo viral mas
frecuentemente relacionado a UDIs. Este dato indica que la infeccion por HTLV-
1/2 ha disminuido en la poblacion de individuos HIV positivos de nuestro pais,
evento que probablemente se deba al menor uso de drogas inyectables [183].
Considerando estos resultados, podriamos inferir que se produjo un cambio en la
dindmica de la infeccion por HTLV-1/2 en esta poblacion vulnerable del pais, y se
destaca como cambios de habitos basados en la informacion y educacion, pueden
impactar en la prevencion de una infeccion.

La caracterizacion molecular ha demostrado que dentro del subtipo a

(Cosmopolita), el subgrupo A (Transcontinental) es el mas distribuido
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mundialmente. Por su parte, el subgrupo B (Japon) ha sido detectado en
inmigrantes de Japon que viven en Peru y Brasil; ademas un caso fue reportado
en el Argentina [184]. El analisis de las cepas provenientes de los casos con
patologia demostré Unicamente la circulacion del subgrupo A Transcontinental.
Las secuencias agruparon dentro del grupo mayoritario Latinoamericano, junto a
algunas cepas de Amerindios del noroeste del pais. Estos datos confirman
reportes previos que describen a este subgrupo circulando mayoritariamente en
comunidades aborigenes de areas endémicas del Noroeste y en individuos -
incluyendo donantes de sangre- de areas no endémicas del centro del pais [85,
174, 184, 185].

Se postula que los HTLVs han surgido como consecuencia de
transmisiones inter-especie ocurridas milenios atrds en el continente africano, y
que la llegada de estos retrovirus al continente americano se produjo con las
primeras migraciones humanas precolombinas desde el continente asiatico a
través del estrecho de Bering. Asi, las distintas oleadas de poblaciones infectadas
dieron lugar a una restriccién étnica/geografica en Sudamérica para HTLV-1 y 2.
Nativos de la familia Aymara en las tierras altas pre-cordilleranas del oeste
infectados por el HTLV-1 y en la regién Chaquefa los Wichis y Tobas infectados
por el HTLV-2. Lou y colaboradores, describieron ciertos polimofismos de HLA-A
(A*24, A*02) como posiblemente asociados a la susceptibilidad a infeccion por
HTLV-1 en una poblacién nativa de Rusia al igual que lo reportado por Sonoda y
colaboradores en Japon (HLA-A*24 y A*26) [7, 128]. En nuestra poblacion de
individuos HTLV-1 positivos, tanto en asintométicos como con patologia, se
observé una alta frecuencia del alelo A*02 (51.9%, 41/79), no asi del A*24 (3.8%,
3/79) ni del A*26 (ausente en nuestras poblacion), si bien no se pudo establecer
una asociacion debido a la falta de resultados de individuos negativos para la
infeccion. En Argentina se ha descrito la presencia de los alelos A*02, A*24 y A*26
en individuos seronegativos con frecuencias del 48.2%, 8.9% vy 5.3%,
respectivamente; sin observarse diferencias significativas entre nuestra poblacion

y la descrita en la literatura para los alelos A*02 y A*24 [186].
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En relacidon a las patologias asociadas al HTLV-1 sabemos que, la mayoria
de los portadores del virus permanecen asintomaticos durante sus vidas y que las
ATLL y HAM/TSP son mas frecuentes en areas de alta endemicidad viral. Se
desconoce por qué la mayoria de los pacientes desarrollan una de las dos
enfermedades en la etapa adulta y representan un pequefio porcentaje de la
poblacién infectada; el riesgo de un individuo asintomatico de desarrollar alguna
de estas enfermedades es de 0,25 a 3%. Es por ello, que también se realizaron
estudios para asociar esta predisposicion al factor genético del huésped y es asi
gue se describieron alelos protectores y susceptibles para el desarrollo de la ATLL
o de la HAM/TSP. En Jamaica, Japon y Brasil se ha descrito al alelo HLA-A*02
como protector tanto para ATLL como para HAM/TSP, en concordancia con
nuestros resultados los cuales describen a este alelo como significativamente mas
frecuente en individuos asintomaticos que en aquellos con patologias [7, 118, 120,
128]. En cuanto al alelo HLA-A*33, descrito previamente como protector para
ATLL en Jamaica, en nuestra poblacion ha sido asociado significativamente con
una mayor frecuencia en individuos con patologias y especialmente con HAM/TSP
[128].

Hasta el momento, las terapias actuales para las patologias asociadas al
HTLV-1 tienen por objeto reducir la carga proviral. Es asi que en los ultimos afios,
se ha implementado la cuantificacion de la carga proviral (CPV) de HTLV-1/2 a
partir de células de pacientes infectados utilizando la técnica de PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR). La determinacion de la CPV es un indicador del curso de la
infeccion en portadores asintomaticos para evaluar la propensién al desarrollo de
las patologias asociadas [187]. Se ha reportado que, si bien la carga proviral
sugiere una relacion directa entre los niveles de CPV y severidad de enfermedad,
se debe considerar que el nivel de la CPV difiere significativamente entre
individuos infectados [160]. Esto se correlaciona con la dispersion de los valores
observados en este trabajo. La carga proviral de HTLV-1 es notablemente alta en
comparacion con otras infecciones por retrovirus. Valores publicados en el tratado
de neurologia clinica indican que en un portador sano tipico, la carga proviral

media es de 0.1- 1 copia por cada 100 CMSPs, mientras que en un paciente con
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mielopatia asociada al HTLV-1 (HAM/TSP) es de 5-10/100 CMSPs, pudiendo
exceder las 30 copias [188]. En Brasil, por su parte, la mediana de CPV para
portadores asintométicos del virus es de 0,48 copias de HTLV-1/100 células,
mientras que para pacientes con HAM/TSP, se reporta una mediana de 3,36
copias de HTLV-1/100 células [189]. Paralelamente, se han reportado en la
Argentina valores mucho mas bajos de CPV para estos dos grupos: 7.10° copias
de HTLV-1/ 100 células para individuos sintomaticos (HAM/TSP y ATL) y 6,12.10°
copias/100 para infectados asintomaticos [190]. A pesar de las variaciones en el
valor de CPV, en todos los reportes publicados se concluye que existe una
diferencia significativa entre el grupo de infectados asintomaticos y el grupo de
individuos con patologia. Recientemente, hemos observado una diferencia
significativamente mayor de la CPV para un grupo de individuos con patologias en
comparacién con portadores asintomaticos lo cual demuestra que la misma
presenta relacion con la progresion de la enfermedad [159].

Es asi, que algunos estudios han postulado que variantes alélicas del HLA
podrian determinar los niveles de la CPV de individuos infectados por HTLV-1
[108, 125]. Sin embargo, un Unico estudio realizado en Japon, ha demostrado
asociacion entre la presencia de HLA-A*02 con niveles de CPV bajos y proteccion
para el desarrollo de HAM/TSP. En nuestro estudio no se obtuvo diferencia
significativa entre los valores de CPV vy los alelos hallados, sin embargo debemos
considerar que el tamafio muestral no es suficiente para obtener datos
concluyentes debido a la cantidad de polimorfismos. De todos modos, cuando los
alelos se analizaron individualmente, se encontré que HLA-A*31 se relaciond a
CPV elevadas comparado a los niveles inferiores determinados para A*02, esto
altimo en concordancia con lo reportado anteriormente sobre el rol protector de
este alelo tanto para el desarrollo de HAM/TSP como de ATL [108].
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Esta tesis de maestria amplia los conocimientos sobre la infeccion por HTLV-1/2

en Argentina, mediante el andlisis descriptivo de todos los casos estudiados por el

Grupo HTLV de Medicina Traslacional del Instituto de Investigaciones Biomédicas
en Retrovirus y SIDA (INBIRS) de Buenos Aires en el periodo 1998 - 2014 y

concluye que:

El grupo HTLV del INBIRS recibié un ingreso relativamente constante de
muestras por afio durante el periodo estudiado, la mayoria de ellas
provenientes de bancos de sangre y correspondiendo 58.6% a hombres con
una mediana de edad de 35 afios y 41.4% a mujeres con una mediana de edad
de 36 afios, sin diferencia significativa en cuanto a género ni edad.

Aunque se utilicen equipos serolégicos de alta eficiencia, el diagndstico
molecular debe ser considerado como una herramienta indispensable para
brindar un resultado definitivo junto con la necesidad de contar con centros
referentes para la capacitacion de profesionales y asesoramiento adecuado de
los individuos infectados.

La prevalencia final de infeccion por HTLV-1/2 en la poblacién estudiada fue
de 28.2% con una mayor cantidad de casos HTLV-1 que de HTLV-2 positivos
probablemente a que Unicamente el primero es causante de enfermedad y a
que las provincias de Chaco y Formosa endémicas para HTLV-2 derivaron
menos muestras que las del area endémica para HTLV-1.

En donantes de sangre de provincias no endémicas se evidencian cifras de
prevalencia bajas y constantes en el tiempo mientras que en la poblacion HIV
positiva la prevalencia fue inferior a cifras descriptas en estudios previos de los
90’s, muy probablemente al menor uso de drogas inyectables en este grupo
vulnerable.

Se observd que ambos virus circulan en donantes de sangre de todas las
regiones del pais, por lo que programas de vigilancia que tengan el fin de evitar
la transmision vertical y sexual a partir de estos casos indices contribuiria

significativamente a reducir la prevalencia de HTLV-1/2.
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e Se identific6 Unicamente al subtipo Cosmopolita subgrupo Transcontinental
(Aa) del HTLV-1 en casos con patologia que confirmaron nuevamente a este
subtipo como mayoritario en el pais, lo cual indica su transmision afios atras a
partir de originarios o por contacto con individuos o provenir de paises
endémicos.

e Se demostrd6 que ambas patologias asociadas al HTLV-1, ATLL y HAM/TSP,
fueron diagnosticadas esporadica pero continuamente en individuos caucasicos
argentinos y peruanos, su mayoria en servicios hospitalarios de Buenos Aires y
a partir del 2003.

e Se cuantificaron los niveles de carga proviral de HTLV-1 en casos de patologia
sin diferencias significativas entre individuos con ATLL y HAM/TSP pero
superiores a la de individuos asintomaticos.

e Se identificaron los alelos HLA-A*02, A*31 y A*33 tanto en individuos con ATL
como en individuos con HAM/TSP, sin diferencias significativas entre los 2
grupos.

e Al comparar las frecuencias de los polimorfismos presentes en el grupo de
individuos asintomaticos y con patologias, se observo que el alelo A*02, resulté
ser significativamente mas frecuente en asintomaticos, mientras que el A*33 lo
era en individuos con patologias.

e Los valores de CPV obtenidos para cada alelo no presentan diferencias
significativas al analizarlos en conjunto mientras que independientemente se
observaron valores de CPV mayores para el alelo A*31 en comparacion con el
A*02.

Los datos descriptos contribuyen a esclarecer la importancia de incluir el
evento HTLV en un Programa de Salud a nivel nacional orientado a la vigilancia,
gue permita brindar y difundir conocimientos sobre la situacion epidemiolégica de
estos retrovirus y permitan implementar estrategias eficientes para la prevencion,

diagnostico y asistencia meédica del individuo infectado por HTLV-1/2.
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