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RESUMEN




EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS LINFOTROPICO
T- HUMANO TIPO 1 (HTLV-1) EN ARGENTINA: ANALISIS

ETNICO-GEOGRAFICO Y VARIABILIDAD VIRAL

El objetivo principal de esta tesis fue profundizar los conocimientos sobre la
infeccion por HTLV-1 en Argentina. Con tal fin, se estim¢ la prevalencia de
infeccion en comunidades originarias de las provincias de Jujuy, San Juan, Misiones,
Formosa y Chaco, detectindose una prevalencia en Kollas de 9.8% que confirmo un
drea naturalmente endémica en Jujuy con una restriccion étnico-geografica ya
descripta. El analisis filogenético determiné que las secuencias HTLV-1, tanto de
Jujuy como de Buenos Aires, eran subtipo Cosmopolita subgrupo Transcontinental
(aA) a excepcion de dos, cuyas muestras provenian de individuos residentes de
Buenos Aires nacidos en Pertt (Neu2 y Neu6) que fueron clasificados en un nuevo
subgrupo denominado F. Por otro lado, se detectaron 4 secuencias evolutivamente
relacionadas con referencias de Sudafrica, demostrando la circulacion de cepas virales
de origen africano en Buenos Aires. Al estudiar el origen étnico de los individuos
HTLV-1 positivos, se evidencid la presencia de un componente autdctono
predominante, detectandose los cuatro haplogrupos panamericanos (A2, B2, C1, D1)
en los Kollas y en el 73% de los residentes de Buenos Aires. En el resto se
identificaron haplogrupos aldctonos con un 17,9% de origen Euroasidtico Occidental
(H, ], T, U, N1b), un 4,5% de origen Africano (LOy L1) y un 1,5% de origen Asiatico
Oriental (M7a). Las cepas clasificadas filogenéticamente como de origen africano

pertenecieron a individuos con haplogrupo B2 amerindio, mientras que una



secuencia de Buenos Aires que agrupo junto a las de Jujuy provenia de un donante
con haplogrupo de origen africano. Estos datos sugieren el contacto entre estas
poblaciones y sustenta la hipdtesis de introduccion de la infeccion con la llegada de
esclavos africanos en la época pos-colombina. El analisis in silico de las secuencias LTR
revel6 una menor variabilidad en individuos asintomdticos en comparaciéon con
pacientes con HAM/TSP y ATL (p<0,05), mientras que la variabilidad de la proteina
viral Tax fue significativamente menor en secuencias de portadores de Jujuy que en
individuos asintomaticos o con enfermedad de Buenos Aires. De todos modos, no se

detecté un polimorfismo determinado asociado con la presencia de patologia.

Palabras clave: HTLV-1, epidemiologia, filogenia, variabilidad genomica y origen

étnico.



MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF HUMAN T-CELL LYMPHOTROPIC
VIRUS TYPE 1 (HTLV-1) IN ARGENTINA: ETHNIC- GEOGRAPHIC

ANALYSIS AND VIRAL DIVERSITY

The aim of this thesis was to gain an in-depth knowledge of HTLV-1 infection
in Argentina. In order to achieve this, HTLV-1 prevalence was estimated in aboriginal
populations of Jujuy, San Juan, Misiones, Formosa and Chaco provinces, yielding a
9.8% among Kollas and confirming a naturally endemic area in Jujuy, associated to an
ethnic-geographic restriction as previously described. The phylogenetic analysis
determined that HTLV-1 sequences, both from Jujuy and Buenos Aires, were
Cosmopolitan subtype Transcontinental (aA) subgroup with the exception of two
sequences belonging to residents of Buenos Aires city but born in Peru (Neu2 y
Neu6) who were classified in a new subgroup named F. On the other hand, 4
sequences evolutionally related to South Africa were detected, demonstrating the
presence of viral strains with African origin in Buenos Aires city. Regarding the
ethnic origin of all HTLV-1 positive individuals, the presence of a predominant
autochthonous component (Pan-American haplogroups A2, B2, C1, D1) was
detected, being all four present in Kollas and in 73% of Buenos Aires inhabitants. In
the other populations alloctonous haplogroups were identified with a 17,9%
Occidental Eurasian origin (H, J, T, U, N1b), a 4,5% African origin (LO y L1) and a
1,5% de Oriental Asian origin (M7a). The strains phylogenetically classified as
African belonged to individuals with Amerindian B2 haplogroup, while a sequence

from Buenos Aires which grouped together with sequences from Jujuy belonged to a



blood donor with an African origin haplogroup. This data suggests contact between
these populations and sustains the hypothesis of the introduction of HTLV-1
infection with the arrival of African slaves in the post-Columbian era. The analysis in
silico of LTR sequences revealed a lower variability in asymptomatic individuals
compared to HAM/TSP and ATL patients (p<0,05), while the variability of Tax viral
protein was significantly lower in asymptomatic individuals from Jujuy compared to
asymptomatic or HAM/TSP and ATL patients from Buenos Aires. Regardless this
situation, not a specific polymorphism was detected in association to the presence of

pathologies.

Key words: HTLV-1, epidemiology, phylogeny, genomic variability and ethnic origin.
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ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNmt: ADN mitocondrial

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

AP: aglutinacién de particulas

ATL: Leucemia a células T del adulto.

BLV: Virus de la Leucemia Bovina

C-terminal: carboxilo terminal

dNTP: deoxinucledtidos tri-fosfato

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

HAM/TSP: Mielopatia asociada al HTLV-1 o Paraparesia espéstica Tropical/ HTLV-
1 associated mielopathy/ tropical spastic paraparesis

HBZ: Cierre de leucina basico de HTLV-1/ HTLV-1 basic-Leucine Zipper
HIV-1: virus de la inmunodeficiencia humana/ human immunodeficiency virus
HLA: antigeno leucocitario humano

hn-PCR: hemi-nested PCR

HSPGs: proteoglicanos de heparan-sulfato/heparan sulfate proteoglicans
HTLVs: Virus Linfotrépicos T Humanos

HTLV-1: Virus Linfotrépico T Humano tipo 1

HTLV-2: Virus Linfotrépico T Humano tipo 2

HTLV-3: Virus Linfotropico T humano tipo 3

HTLV-4: Virus Linfotropico T Humano tipo 4
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I: integrasa

IL-2: interleuquina-2

IS: indice de similitud

ITS: infeccion de transmision sexual

Kb: kilobases

KD: kilodalton

LCR: liquido cefalorraquideo

LTR: repeticion terminal larga/ long terminal repeat

LZR: Regioén del cierre de leucina/ Leucine Zipper Region
MTOC: centro organizador de los microtibulos/ microtubule-organizing center
NES: secuencia de exportacion nuclear/ Nuclear Export Sequence
NJ: vecino mas cercano/ Neighbour Joining

NLS: sefial de localizacion nuclear/ nuclear localization signaling
n-PCR: PCR anidada/ nested PCR

NRP1: neuropilina

N-terminal: amino terminal

ORF: marco de lectura abierto/ opening reading frame

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PNH: primates no humanos

PR: proteasa

PTLVs: Virus Linfotrépicos T de Primates
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rc: repeticion central

rd: repeticion distal

rp: repeticion proximal

RRE: elemento de respuesta a Rex/ Rex Responsive Element
STLVs: Virus linfotropicos T simianos

SNC: sistema nervioso central

TBE: buffer solucion de tris- borato-EDTA

TCR: Receptor de células T/ T cell receptor

TMH: transmisién madre-hijo

T. pallidum: Treponema pallidum

TR: transcriptasa reversa

TS: trabajadoras/es sexuales

TRE: elemento de respuesta a Tax/ Tax Response Element
UDI: usuarios de drogas inyectables

UV: ultravioleta

VDRL: prueba de laboratorio para enfermedades venéreas/ venereal disease

research laboratory test

WB: Western Blot

ZF: dedo de zinc/ zinc finger
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1. DESCUBRIMIENTO DE LOS VIRUS LINFOTROPICOS T-HUMANOS

Los primeros retrovirus descubiertos fueron los responsables de la leucemia
aviaria, a principios del siglo 20. Tiempo después, en 1911, Peyton Rous logré
recuperar un virus asociado al sarcoma de pollo y la importancia de su hallazgo le fue
reconocida 60 afios mas tarde a través de un Premio Nobel (1). Pero el
descubrimiento, aislamiento y caracterizacion de wuna familia de retrovirus
linfotropicos humanos que estaban asociados a un espectro diverso de enfermedades
de células T, solo pudo concretarse sobre la base de avances posteriores en el campo
de la biologia.

Durante la década de los 70, se comprobé en los retrovirus la existencia de la
transcriptasa reversa (TR), enzima que era diferente a las polimerasas celulares (2).
Consecutivamente se iniciaron investigaciones tendientes a detectar la presencia de
retrovirus en humanos, lograndose estudios que en 1980 culminaron con el primer
aislamiento del Virus Linfotropico T Humano tipo 1 (HTLV-1) (3). El
descubrimiento de la interleuquina-2 (IL-2) fue fundamental para este hallazgo, ya
que su empleo permitio mantener linfocitos humanos en cultivo y establecer lineas
celulares (4). Por otra parte, el cuadro clinico de la leucemia de células T del adulto
(ATL), descripta por Uchiyama y colaboradores en el sudoeste del Japén con una
distribucion geografica circunscripta, sugirio la participacion de un agente
transmisible (5). Posteriormente, se descubrio el HTLV-2 en 1982, segundo
retrovirus humano, aislado a partir de un paciente norteamericano que padecia una

leucemia T atipica a tricoleucocitos (6).
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Pasaron mdas de dos décadas de investigacion hasta que en el ano 2005, el
grupo de Gessain y colaboradores reportd el descubrimiento del HTLV-3 en tres
individuos asintomdticos de Camerun. En todos ellos, el diagndstico serologico no
fue consistente con algun patron de Western Blot (WB) conocido al testearse las
muestras con equipos comerciales para deteccion de infeccién por HTLV-1/2. El
mismo afo, el grupo de Wolfe y colaboradores, revel6 la existencia de un cuarto tipo
viral aislado en un individuo de Camerun, cuyo diagnostico seroldgico al igual que
para el HTLV-3, no permitié confirmar el tipo viral clasificindolo como HTLV-4

mediante estudios moleculares y filogenéticos (7,8).
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2. ORIGEN Y CLASIFICACION DE LOS HTLVs

La clasificacion actual de los HTLVs se basa en el andlisis de la estructura
genomica y en la homologia de sus secuencias nucleotidicas. Pertenecen a la familia
Retroviridae, género Deltaretrovirus, el cual comparten junto con los Virus
Linfotropicos T Simianos (STLVs) y el Virus de la Leucemia Bovina (BLV) (9).
Filogenéticamente, los HTLVs se agrupan junto con los STLVs dentro de los Virus
Linfotropicos T de Primates (PTLVs, del inglés Primates T-Lymphotropic Viruses),
distinguiéndose los filogrupos PTLV-1 (HTLV-1/STLV-1), PTLV-2 (HTLV-2/STLV-2)

y PTLV-3 (HTLV-3/STLV-3) (Figura 1).

Figura 1. Filogenia de los PTLVs. Arbol de Neighbour Joining (N]) de 6,8kb
del genoma viral que incluyo los genes gagpolenv-tax. Se evidencia un origen
comun entre los STLV-1/HTLV-1; STLV-2/HTLV-2 y STLV-3/HTLV-3,

respectivamente. Adaptado de Calatini et al., 2000.
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Todos ellos estin compuestos por virus de origen humano y simiano
cercanamente emparentados entre si, a excepcién del grupo PTLV-4, que por el
momento incluye solo al virus humano (HTLV-4), no habiéndose identificado atn su
contraparte simiana.

Geograficamente, el surgimiento de los HTLVs se habria dado en Asia, a
través de multiples saltos interespecie de primates no humanos (PNH) infectados a
humanos. Una evidencia la constituye la secuencia del HTLV-1 altamente divergente
denominada Mel5, aislada de un habitante de las islas Salomén, Melanesia, la cual es
ancestral respecto de todas secuencias de HTLV-1 estudiadas hasta el momento. Asi,
el analisis filogenético muestra a Mel5 mas cercanamente relacionada con secuencias
de STLV-1 aisladas de especies de primates asidticos muy antiguos (10).
Posteriormente, la migracion a Africa de estos PNH infectados, habria diseminado los
distintos STLVs en otros géneros de primates de la regiéon posibilitando asi, mas
episodios de transmisién interespecie y dando origen a la diversidad del HTLV-1 que

actualmente se conoce (11).
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3. INTRODUCCION Y DISTRIBUCION DE LOS HTLVs EN AMERICA

Los HTLV-1/2 se encuentran distribuidos en distintas poblaciones en forma
esporadica o endémica, detectindose la infeccion en los 13 paises Sudamericanos
(12). Se han formulado dos hipdtesis, no excluyentes, que intentan explicar la
introduccion de la infeccidon en el continente americano: Hipotesis Pre-colombina y
Post-Colombina.

4+ Hipotesis Pre-colombina: postula una antigua introduccion de los
HTLV-1/2 a través de las primeras oleadas humanas que ingresaron por el estrecho
de Bering, integradas por grupos pertenecientes a distintas familias lingiiisticas,
algunos infectados por HTLV-1 y otros por HTLV-2. Las mismas se habrian asentado
en el territorio, aislindose unas de otras por la falta de un lenguaje comun,
produciendo en consecuencia una distribucion diferencial de ambos retrovirus.
Luego, la transmision horizontal y vertical, perduraron la infeccién en estos grupos
generalmente aislados, constituyendo verdaderos focos endémicos de infeccién
natural fuertemente asociados a las familias lingiiisticas (11).

Una evidencia de esta hipdtesis lo constituye la fuerte restriccion
étnico/geografica para la infeccion por HTLV-1/2 que actualmente se observa en
nuestro continente. Asi, se detecta infeccion endémica por HTLV-1 en comunidades
originarias de las tierras altas precordilleranas de América incluyendo a las etnias
Kamsa y Paez (Colombia); Aymara (Pert y Bolivia); Quechua, Galpones y Huiliches
(Chile) y Kollas (Noroeste argentino) (13). Adema4s, la deteccion de secuencias del

acido desoxirribonucleico (ADN) del HTLV-1 en momias de 1500 afos de
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antigiiedad halladas en los Andes del Norte de Chile y en momias bolivianas,
representa otra evidencia de la presencia de la infeccion en el continente desde
tiempos remotos (14). Por otro lado, existen focos naturalmente endémicos para la
infeccion por HTLV-2 en comunidades originarias de las tierras bajas de América,
incluyendo a los grupos étnicos Pume, Guahibo y Yaruro (Venezuela); los Wayuu
(Colombia); Cayapo, Kraho, y Kaxuyana (Brasil); y Toba, Pilaga y Wichi (Argentina)
(11).

+  Hipotesis Post-Colombina: postula el ingreso de los HTLV-1/2 luego de
la colonizacion espafiola de América. Por un lado, la llegada de esclavos africanos 400
afios atrds, y a mediados del siglo pasado el ingreso de inmigrantes asiaticos
principalmente de Japon (pais endémico para la infeccion por HTLV-1),
contribuyeron a la introduccion y diseminacion de cepas retrovirales circulantes en
Africa y en el sudoeste Japonés (11). Es por ello que se han descripto dreas endémicas
para la infeccion por HTLV-1 en ciudades con un importante componente genético
de origen africano, como Salvador de Bahia en Brasil, Guyana Francesa, Guayana y
Surinam o la ciudad de Tumaco en Colombia (15-17). Ademas, se han reportado
prevalencias de infeccion por HTLV-1 en las comunidades japonesas de Sudamérica
con cifras similares a las de areas endémicas (18, 19). Estos datos fueron confirmados
por andlisis filogenético, evidencidindose una alta similitud entre las cepas circulantes

en ambos casos y aquellas detectadas en Africa y el sudoeste Japonés (15, 16, 18, 20).
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4. ORIGEN ETNICO E INFECCION POR HTLV

Las migraciones humanas han sido claves en la epidemiologia de la infeccion
de los HTLV-1/2, determinando su diseminacion en el mundo y estableciendo
patrones particulares de distribucion, como ocurre con la restriccion
étnico/geografica que se ha observado en nuestro continente.

El andlisis de ADN mitocondrial (ADNmt) es una herramienta molecular
ampliamente utilizada para estudiar el origen étnico de un individuo. Su modo de
herencia materna, ausencia de recombinacion y alto numero de copias permite la
reconstruccion directa de la historia evolutiva de las poblaciones. Se asume que todos
los tipos de ADNmt en el pool génico humano se relacionan a un antepasado
matrilineal comun y que la variacion en la secuencia evoluciond por acumulacion de
mutaciones, las cuales son representadas en wun arbol filogenético (véase

www.phylotree.org) (21). En particular, América fue el ultimo continente en ser

colonizado y el estudio del ADNmt posibilito trazar las rutas y el tiempo en los cuales
se dieron las distintas oleadas migratorias, la dispersion de sus pobladores y la
dindmica del flujo génico entre las etnias que habitaban regiones geogrificas
diferentes.

Asi, en nativos americanos se confirmé un origen asiatico compartido por
poblaciones originarias del Norte, Centro y Sur del continente, como consecuencia
de multiples eventos migratorios en distintos tiempos a través del estrecho de Bering
(11000 a 40000 anos atras). En América se detectan un total de 9 haplogrupos

distribuidos entre los nativos americanos, los cuales incluyen cuatro linajes
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mayoritarios de origen asiatico denominados A2, B2, C1 y D1; y en menor frecuencia
los haplogrupos X2a (nativos norteamericanos), D2a (grupos Aleutianos vy
Esquimales), D3 (Esquimales) y D4h3 y C4c (22). Se postula que todas estas variantes
junto con la variante X2a han estado presentes en las oleadas migratorias iniciales que
poblaron las Américas, los cuales serian la fuente a partir de la que derivaron las

variantes amerindias de ADNmt que se detectan en el presente (Figura 2).

Milenios antes del presente
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Figura 2. Mapa mundial de migraciones humanas, con el polo norte como
centro. Africa es el punto de partida, leyéndose desde la parte superior
izquierda hasta América del Sur, en el extremo derecho. Las letras indican los
haplogrupos detectados en cada region. Los patrones de migracion estdn
basados en estudios del ADNmt, observaindose los haplogrupos distribuidos

en el continente. Los niimeros representan miles de afos.
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En Argentina, se ha detectado al haplogrupo B2 como mayoritario en
comunidades originarias del Noroeste y las variantes A2 y B2 en la regién del noreste.
Por otro lado, todos los haplogrupos (A2, B2, C1 y D1) fueron descriptos en la regién
del Gran Chaco y en la region Central. Ademds, se han detectado los haplogrupos
C1 y D1 con una alta incidencia en la region patagonica y la region de Tierra del
Fuego (23).

Ademsds, eventos posteriores al poblamiento inicial de América han
contribuido en distintos grados al pool génico existente. Asi, se pueden citar la
migracién forzada de esclavos africanos durante el tiempo de la colonia, las oleadas
migratorias europeas desde mediados del siglo XIX disminuyendo a mediados del
siglo XX y las mas recientes migraciones internas y de paises vecinos con un elevado
componente hispano-nativo. Estudios recientes realizados en nuestro pais,
demuestran un predominio de haplogrupos amerindios entre la poblacién actual en
comparacién con el aporte Europeo y en menor grado con el Africano (24, 25).

En relacion a las migraciones humanas, el HTLV-1 ha sido inicialmente
explorado como herramienta antropologica. Debido a su estabilidad, a su habilidad
de integrarse en el genoma, su baja tasa de mutacion y su modo de transmision
(principalmente de madre a hijo), representa un marcador para el estudio de los
grupos humanos infectados. Es asi, que el estudio de la filogenia viral y del origen
étnico de las poblaciones infectadas aporta datos que pueden contribuir al momento

de estudiar el origen geografico de la infeccion.
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VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO 1

5. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION
5.1. PREVALENCIA

La infeccion por HTLV-1 se encuentra diseminada globalmente y ya en el afio
2003 se estimaba que afectaba entre 10 y 20 millones de personas, desconociéndose
su cifra actual (26). La mayoria de los portadores permanecen asintomaticos durante
toda su vida, pudiendo transmitir igualmente la infeccion. Las cifras de prevalencia
reportadas difieren en relacion al area geogréfica, la composicion socio-demografica
de la poblaciéon en estudio y la presencia o no de conductas de riesgo para la
infeccion. Asi, encontramos areas con focos de infeccion naturalmente endémica que se
asocian a poblaciones originarias de Africa y Sudamérica que han adquirido la

infeccion en tiempos remotos.

Globalmente, las cifras de prevalencia de infeccion clasifican las 4reas
geogrificas como de alta endemia (sudoeste de Japon, Africa Central, Melanesia e
islas Seychelles, con prevalencias > 15%); intermedia (Caribe y Africa Occidental, con
prevalencias que oscilan del 5-14%) y de baja endemia (comunidades originarias de

Colombia, Panama, Brasil, Peru, Bolivia, Chile y Argentina, con prevalencias < 5%)

(27) (Figura 3).
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Ademsis, existen poblaciones o grupos con conductas de riesgo para la
infeccion como usuarios de drogas inyectables (UDIs), trabajadoras/es sexuales (TS) e
individuos HIV-1 positivos que presentan cifras de prevalencia elevadas atn en dreas
no endémicas, donde ademas se pueden detectar casos esporddicos de infeccion.
Estudios realizados en dreas no endémicas para la infeccion por HTLV-1, han
descripto que la mayoria de los individuos seropositivos son inmigrantes provenientes
de dreas endémicas o descendientes de los mismos, compafieros sexuales de una
persona infectada por HTLV-1 o personas que presentan conductas de riesgo para la
infeccion (27).

5.2. VIAS DE TRANSMISION
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El HTLV-1 se transmite de madre a hijo, por contacto sexual y por via
parenteral. Debido a que se disemina en el organismo por expansiéon clonal de las
células infectadas, raramente se encuentra virus libre en plasma. Es asi, como la forma

que presenta mayor infectividad es la del virus asociado a células.

+ Transmision Madre a Hijo (TMH): ocurre principalmente a través de la
lactancia y la probabilidad de adquirir la infeccién es mayor si ésta se prolonga mas
de seis meses. De los niflos amamantados por madres HTLV-1 seropositivas, 10 a
25% se infectaran dependiendo de la poblacion estudiada. Si bien la transmision
viral perinatal o intrauterina también existe, es mucho menos frecuente infectdndose
del 2 al 5% de los nifios que no fueron amamantados. La seroconversion de los nifios

ocurre entre los 18 y 24 meses de edad (28).

#+ Transmision Sexual: el HTLV-1 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. Para ambos, un factor coadyuvante a
tener en cuenta es la presencia de enfermedades de transmision sexual, como sifilis,
infecciones genitales por Chlamydia tracomatis, herpes virus y tlceras genitales. En
un estudio realizado en los Estados Unidos, se observd que aproximadamente 25 a
30% de las parejas sexuales de donantes de sangre HTLV-1/2 seropositivos sin otro
antecedente de riesgo, también estaban infectados (29).

+ Transmision parenteral: el HTLV-1 se transmite por transfusiones o
intercambio de jeringas contaminadas. La transmision de HTLV-1 por transfusion

sanguinea ocurre con mayor eficiencia si se trata de componentes celulares (globulos
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rojos, plaquetas) o sangre entera. La mediana de tiempo de seroconversion luego de

una transfusion se estima en 51 dias (30).

6. FILOGENIA

El HTLV-1 se clasifica actualmente en 7 subtipos (a-g), los cuales se cree se
originaron a partir de saltos interespecie entre PNH-humanos en eventos
independientes seguidos por periodos variables de evolucién, que ocurrieron en
distintas areas geograficas. El analisis filogenético de la region LTR ha permitido
caracterizar al subtipo Cosmopolita ¢ a, diseminado por todo el mundo; a los
subtipos b, d, e, f y g presentes en Africa Central; y por ultimo al subtipo c, el mas
divergente de todos en Melanesia (31-33). Los HTLVs experimentan poca variacion
debido a que pueden replicar su informacién genética prescindiendo del uso de la
enzima TR viral, impactando este hecho en la epidemiologia molecular de la
infeccidon, detectindose Unicamente en el subtipo Cosmopolita diversificacién en
cinco subgrupos (A-E) (20, 34). Uno de ellos, denominado Transcontinental 6 A, se
encuentra distribuido mundialmente; mientras que los subgrupos restantes (B-E) se
pueden detectar en 4reas geograficas especificas. Es asi como el subgrupo B Japonés,
se encuentra en Japon en alta frecuencia y en comunidades Japonesas de distintas
partes del mundo, como ha sido reportado en Peru, Brasil y Bolivia (18-20). También,
se ha detectado al subgrupo C presente en Africa en nativos descendientes de esclavos
africanos de Guyana Francesa, cuyos ancestros ingresaron en el pais durante la trata

de esclavos (16). El subgrupo mais recientemente descripto, se detecté en dos
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individuos Peruanos descendientes de africanos, el cual fue denominado subgrupo E

o Negros Peruanos (Black Peruvian) (20).

7.  ENFERMEDADES ASOCIADAS

El HTLV-1 ha sido reconocido como el agente etioldgico de dos enfermedades
especificas denominadas Mielopatia Asociada al HTLV-1 o Paraparesia Espastica
Tropical (HAM/TSP) y Leucemia a Células T del Adulto (ATL), las cuales se
presentan con mayor frecuencia en 4reas endémicas de infeccion (35-38). Se ha
descripto asociacion de la infeccion con otras patologias inflamatorias como uveitis,
dermatitis infecciosa, polimiositis, sinovitis, tiroiditis y neumonitis bronqueoalveolar
(27). Se estima que 3 al 5% de los sujetos HTLV-1 seropositivos desarrollaran
HAM/TSP o ATL a lo largo de su vida, sugiriéndose un contexto multifactorial
implicado que involucra la carga proviral del inoculo al momento de la infeccion, el
haplotipo HLA (del inglés Human leukocite antigen) del individuo, la via de infeccién
primaria y la cepa viral, entre otros (39). Al presente no existen vacunas disponibles

para prevenir la infecciéon ni tratamientos efectivos para las patologias asociadas al

HTLV-1.

7.1. PARAPARESIA ESPASTICA TROPICAL O MIELOPATIA ASOCIADA

AL HTLV-1 (HAM/TSP)

Es una enfermedad neurologica progresivamente invalidante cuya génesis

involucra destruccion celular e inflamacién afectando de manera irreversible al
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sistema nervioso central (SNC), en particular al tracto piramidal con predominio
tordcico. Se caracteriza por una paraparesia espastica bilateral simétrica con
hiperreflexia de miembros inferiores y disfuncion de la vejiga (neurogénica), ademas
de haberse reportado disfuncién sexual, constipacion y otra serie de sintomas
asociados al deterioro del SNC (40).

Se postula que el dano estd mediado por el sistema inmune como
consecuencia de una reaccion autoinmune gatillada por el virus o por un efecto de
destruccion citotéxica de las células T infectadas en esa zona (41). El periodo de
incubacion es de 15 a 20 afios si la via de transmision es sexual o vertical, aunque el
tiempo es menor si la infeccién es a partir de una transfusion, reportindose casos de
desarrollo de la HAM/TSP a los 3 meses de la misma (42). La enfermedad se presenta
con mayor frecuencia en el sexo femenino, factor que junto con una edad mayor a 50
afios y alta carga proviral ha sido asociado a una mayor progresién a HAM/TSP (43).

En la HAM/TSP se observa alto titulo de anticuerpos anti-HTLV-1 en
suero/plasma y liquido cefalorraquideo (LCR), en general elevada carga proviral en
sangre, e intensa respuesta de linfocitos T citotoxicos en sangre periférica y en LCR,
con reconocimiento predominante de epitopes presentes en la proteina viral Tax
(41). Los criterios actuales de diagnostico de HAM/TSP han sido establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud. La confirmacion del diagnoéstico clinico de
pacientes con mielopatia progresiva créonica que no padecen inmunodeficiencia, debe

incluir ademads la deteccion de anticuerpos especificos anti-HTLV-1 en suero y LCR y
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la exclusion de otras patologias como tumores de médula espinal o lesiones

compresivas y otras neuropatias (44).

7.2. LEUCEMIA A CELULAS T DEL ADULTO (ATL)

La ATL es una leucemia linfocitaria T CD4+ que presenta caracteristicas
clinicas semejantes a otras leucemias agudas, tales como infiltrados de células
malignas en médula 6sea, ganglios linfiticos y piel, afeccion de visceras, huesos,
pulmoén e infecciones oportunistas con alteracion de la funcion hepdtica, lesiones
osteoliticas y distintos tipos de lesiones dermatoldgicas. Son patognomoénicos los
linfocitos pleomérficos con nucleos hipersegmentados en forma de trébol en sangre
periférica e hipercalcemia. Se presentan formas clinicas cronicas, linfomatosas y
latentes (45).

En la ATL, el virus expresa su capacidad oncogénica, primordialmente a través
de los genes virales tax y hbz, cuyos productos alteran la expresion de genes celulares
involucrados en el control de la replicacién celular (46). La enfermedad se manifiesta
con una frecuencia igual o mayor en hombres que en mujeres y en general una
latencia minima de 20 afos, siendo la edad promedio de presentacion de 50 afos
(45). Esta fuertemente asociada a la adquisicion de la infeccion en los primeros afios
de vida (transmision vertical), lo que resulta en una mayor incidencia intrafamiliar.

El diagnostico debe considerar la clinica y resultados de laboratorio como la
morfologia de linfocitos, el inmunofenotipo, la histologia de los tejidos afectados en

los casos de linfoma; deteccion de anticuerpos anti-HTLV-1 en plasma/suero y del
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genoma proviral en los cortes histoldgicos. Se deben excluir otras leucemias, como la
leucemia promielocitica a células T, el sindrome de Sézary, linfomas a células T
periféricos o la enfermedad de Hodgkin (47).

La ATL aguda tiene un curso rapidamente progresivo con una sobrevida de 6
a 9 meses, siendo comun el sub-diagnéstico en ausencia de laboratorios especializados
que permitan su clasificacién en forma certera y rapida, antes de la precipitada
evolucion a un desenlace fatal como sucede en la mayoria de los casos. En cuanto al
tratamiento, hasta el momento las terapias disponibles presentan una eficacia minima

con pocos individuos respondedores (48).
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8. SITUACION DE LA INFECCION EN ARGENTINA

En nuestro pais, la presencia del HTLV-1 se evidencio inicialmente en
distintos grupos de riesgo en 1989, y posteriormente en donantes de sangre de la
ciudad de Buenos Aires, con prevalencias similares a las observadas en areas no
endémicas de otras regiones del mundo (49). Asi, Argentina fue considerada como
drea no endémica, hasta que se reportd una década después una alta prevalencia de
HTLV-1 en donantes de sangre de Jujuy (0.9%) y Salta (0.7%) y en nativos Kollas
(2.3%) de Jujuy, detectindose también focos de sus enfermedades asociadas y
confirmando la presencia de un area endémica (50-53). Posteriormente, se dieron a
conocer casos esporadicos de HAM/TSP y ATL en otras regiones no endémicas del
pais como Buenos Aires y San Juan (54-56). Asimismo, se evidencio la circulacion del
HTLV-1 en Tobas de Salta y Chaco, con cifras menores a las reportadas en la
provincia de Jujuy, no detectandose la presencia de infeccion por HTLV-1 en
Mapuches de San Luis y de Neuquén; Wichis, Matacos y Tobas de Formosa; y
Chorotes de Chaco (49). En cuanto a la distribucién de la infeccion en Argentina,
podemos observar que, similar a lo que ocurre en América Latina, existe una
restriccion étnica/geografica con comunidades originarias del Noroeste infectadas por
HTLV-1 (familia Aymara de Salta y Jujuy), a diferencia de los que ocurre en otras
comunidades originarias de la Regién Chaquefia (familia Mataco-Guaycuru de

Formosa y Chaco), en las cuales se ha detectado en forma endémica la presencia de

infeccion por HTLV-2 (13) (Figura 4).
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Figura 4. Restriccion étnica/geografica de la infeccion por
HTLV-1/2 en Argentina. Mapa en el que se observan la region
endémica para HTLV-1 (naranja) y la endémica para el
HTLV-2 (verde).

Estudios recientes realizados en poblaciones en riesgo de nuestro pais, han
confirmado la circulacion del HTLV-1 entre UDIs, TS y en hombres que tienen sexo
con hombres (HSH) de diferentes provincias (57-61). En relacion a los genotipos
circulantes se ha descripto al subtipo Cosmopolita/subgrupo Transcontinental (aA)
como mayoritario, resultado esperado si se considera que este subgrupo es el que se
encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial. El mismo fue detectado en
nativos Kollas del Noroeste, en donantes de sangre de Cordoba, en un paciente con
ATL oriundo de Entre Rios y en portadores asintomaticos de la infeccion (dos de

ellos de Buenos Aires y el otro de Misiones) (62-64). El subgrupo B japonés fue

reportado en dos residentes de Buenos Aires (62).
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9. ESTRUCTURA DEL VIRION

El virion del HTLV-1 esta constituido por una nucleocapside icosaédrica
protegida por una envoltura, siendo el didmetro de la particula viral madura de 110 a
140 nanometros. La envoltura es adquirida por brotacion a partir de la membrana
celular, incorporando lipidos y proteinas del huésped. El componente proteico viral
esta representado por un multimero de dos proteinas: gp46 (envoltura) y gp21 (regién
transmembrana). Adherida a la cara interna de la envoltura se encuentra la proteina
de matriz p19, la cual rodea a la capside, constituida por la proteina p24. A su vez, la
capside contiene el genoma de acido ribonucleico (ARN) monocatenario (compuesto
por dos cadenas idénticas), unido a la proteina p15 y a enzimas virales fundamentales

para completar el ciclo de replicacion: la transcriptasa reversa (TR), la Integrasa (I) y la

proteasa (PR) (Figura 5) (65).

Figura 5. Esquema de la particula viral. Se detalla la
disposicion de las proteinas codificadas por los genes
env (gp46, gp21), gag (p19, p24, p15), pol (TR y I) y pro
(PR).
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10. ORGANIZACION GENOMICA

El genoma de los HTLVs es de 9 Kb de longitud, compuesto por 2 moléculas
de ARN modificadas segun la forma reminiscente de los ARN mensajeros (ARNm)
celulares, incluyendo capping y poliadenilacion. Contiene elementos comunes a otros
retrovirus, como los genes estructurales codificadores de las proteinas de envoltura
(env), capside (gag) y polimerasas (pol), flanqueados por secuencias largas repetitivas
(LTR) en cada extremo, siendo el orden de los genes invariable: 5 gagpolenv3’. A
diferencia de otros retrovirus, los HTLVs poseen una regién en su extremo 3’
denominada pX, con varios marcos de lectura abiertos (ORFs, del inglés opening
reading frame) conteniendo genes que codifican proteinas no estructurales implicadas

en la regulacion de la replicacion y transcripcién viral (66) (Figura 6).
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Figura 6. Organizacion genémica del HTLV-1. El genoma, flanqueado por
regiones repetitivas terminales (LTRs), contiene los genes estructurales (gag,

pol, env) y la region pX codificante de las proteinas no estructurales Tax,

Rex, p21, pl12, p13, p30 y HBZ. Adaptado de Matsuoka et al., 2007.
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10.1 GENES ESTRUCTURALES

+ El gen gag codifica una poliproteina precursora de 53 kd (p53), la cual es
clivada por la proteasa viral en tres proteinas: p19, p24 y p15. La proteina p19 esta
adherida a la cara interna de la envoltura viral y a su vez, rodea a la cdpside formada
por la proteina p24. Esta dltima presenta el mayor porcentaje de identidad (85%)
entre los HTLVs, siendo inmunologicamente responsable de la reactividad cruzada
observada entre el HTLV-1 y HTLV-2. La proteina p15 se mantiene asociada a dos
copias de ARN viral dentro de la capside (65).

+ El gen pol (polimerasa) codifica para la enzima TR en su extremo
N-terminal y para la integrasa (I) en el extremo C-terminal. La primera (ADN
polimerasa -ARN dependiente y ribonucleasa H) genera un ADN complementario y
degrada la cadena de ARN; y la segunda, permite la integracién del ADN viral en el
genoma celular a través de una unién covalente (66, 67).

+ El gen pro, yuxtapuesto a los genes gag y pol, corresponde a un ORF de
703 nucledtidos que codifica una proteasa generada por autoclivado responsable de la
protedlisis del precursor codificado por el gen gag, participando también en la
maduracion de particulas virales luego de la brotacion (68).

+ El gen env codifica una poliproteina precursora denominada gp61, la cual
luego de ser clivada por proteasas celulares da origen a las glicoproteinas gp46 y a la
gp21. Se postula que ambas estarian involucradas en la entrada del virus a la célula,

determinando el tropismo viral y siendo la proteina gp-46 esencial en la infectividad
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viral. La interaccion gp46-receptor celular induciria cambios conformacionales en la

gp21 permitiendo la fusion de la membrana celular y viral (69).

10.2  GENES REGULADORES Y ACCESORIOS

El HTLV-1 es un retrovirus complejo que utiliza mecanismos de splicing
alternativo y codones iniciadores internos que permiten la expresion de varias
proteinas reguladoras y accesorias. Las mismas son codificadas en la region pX a partir
de cuatro ORF parcialmente solapados: p12 (ORF I), p13 y p30 (ORF II), Rex (ORF
III) y Tax (ORF IV). Adicionalmente, la cadena complementaria del genoma viral

codifica dos isoformas de una proteina regulatoria denominada HBZ (70) (Figura 6).

10.3 PROTEINAS REGULADORAS

+ La proteina Tax constituye un factor clave en el ciclo de replicacién viral y
en la inmunopatogénesis de la infeccion. Es una fosfoproteina de 40kd de
caracteristicas pleiotrépicas, que regula la transcripcion y replicacion viral y desregula
la iniciacion, elongacion y transcripcién de un amplio rango de genes celulares.
Interacciona con un gran numero de factores de transcripcién basal y proteinas
involucradas en la remodelacion de la cromatina. Su principal accion la ejerce sobre
la region regulatoria viral LTR, en motivos especificos conservados denominados
TREs (del inglés Tax Response Element). La habilidad para transactivar al LTR y genes
celulares estd modulada por fosforilaciones especificas en serina/treonina. Asi, la
localizacion nuclear de la proteina juega un rol central en su funcion reguladora
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interviniendo en el reclutamiento de la maquinaria de transcripcion hacia enhancers
celulares que regulan genes involucrados principalmente en la proliferacién. Hasta el
momento se han reportado mas de 100 dianas celulares, pudiendo interactuar con
tan amplio numero de factores gracias a que Tax contiene multiples dominios de
unién a proteinas (71).

Hacia el extremo N-terminal de la proteina, se distingue un motivo de dedo de
Zinc (ZF, del inglés Zinc Finger) que interacciona con los factores de transcripciéon
CREB/ATF, TBP, ETsl, NE-YB y Egrl estabilizando la formacion de homo u
heterodimeros, ciclinas, nucleoproteinas, subunidades del proteasoma y la fosfatasa
PP2A. Ademsds contiene una seial de localizacion nuclear (NLS, del inglés nuclear
localization signal). La union de Tax/CREB induce un cambio conformacional en el
dominio de unién al ADN de CREB, aumentando su afinidad por el material
genético (72, 73). Hacia el centro de la proteina, se encuentra una region requerida
para la dimerizacion, compuesta por dos motivos tipo cierre de leucina (LZR, del
inglés Leucine Zipper) y una secuencia de exportacién nuclear (NES, del inglés nuclear
exportation signal). Por otro lado, existen aminoacidos localizados dentro del segundo
LZR que regulan la asociacion de Tax con pl5INK4b, pl6INK4a, DNA
topoisomerasa e IKBy (71). Finalmente, la region C-terminal de la proteina contiene
un dominio de activacion, motivos de localizacion en el Golgi (G) y motivos de

secrecion (S) (Figura 7).
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Figura 7. Regiones funcionales de la proteina Tax. NLS (secuencia de
localizacién nuclear), NES (secuencia de exportacién nuclear), G (motivo de
localizacién en el Golgi), S (motivo de secrecion), LZR (region tipo leucine

zipper), P (dominio de union a PDZ). Adaptado de Boxus, et al., 2008.

Si bien se creia que Tax sélo regulaba la transcripcion a través de la formacion
de complejos con factores de transcripcion estabilizando dimeros y la union de éstos
con elementos reguladores, se ha demostrado que dicha proteina posee un dominio
que le permite también interactuar directamente con el ADN proviral (74). Su
interaccion con proteinas celulares, en su mayoria implicadas en la regulacion del
ciclo celular, resulta en una desregulacion mitotica con la subsecuente expansion
clonal de la célula infectada, siendo éste uno de los mecanismos de replicacion

descriptos en el HTLV-1 (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos celulares en los cuales interviene la proteina

Tax. Adaptado de Boxus et al., 2008

4+ La proteina Rex (p27), factor clave del transporte de ARN viral, actta
post-transcripcionalmente en el nucleo regulando la expresién de los genes virales.
Interviene en el pasaje de ARN no clivado o del ARN viral con un evento de splicing
hacia el citoplasma y en la inhibicién de la expresion de los ARNs doblemente
clivados, favoreciendo la sintesis de proteinas virales estructurales. Junto con Tax,
orquestan la expresion temporal de los genes del HTLV-1 y la transformacion celular.
Ademas, disminuye tanto su propia expresion como la de Tax al actuar directamente

sobre la secuencia RRE (del inglés Rex Responsive Element) situada en LTR (75).

#+ La proteina HBZ (del inglés HTLV-1 basic Leucine Zipper), actiia como un

regulador negativo de la transactivacion viral mediada por Tax, a través de su

heterodimerizacién con los factores CREB, CREB2 y CBP/p300 entre otros. Ademds
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modula la sefalizacion mediada por AP-1 interactuando con c-Jun, JunB y JunD.
Interactia con el proteosoma favoreciendo la degradacion de factores celulares en

ausencia de ubiquitinacién y activa la proliferacion de linfocitos T por interaccién

con el factor E2F1 (76).

10.4 PROTEINAS ACCESORIAS

Recientemente, se ha demostrado el rol esencial de estas proteinas en relacion
al ciclo de vida del virus, la infectividad, regulacion de la transcripcion génica de la
célula huésped y en la patogénesis de la infeccion.

+ La proteina p12 se ubica en las membranas del reticulo endoplédsmico y en
el cis-Golgi. Se une con la forma inmadura de la molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I (MHC), interfiriendo en su interaccién con la [2-
microglobulina, y disminuyendo su expresion en la célula infectada. La misma origina
una proteina de 8Kd generada por clivaje proteolitico que se ubica en la membrana
celular cerca del receptor de las células T (TCR) en el contexto de la sinapsis
inmunologica, disminuyendo la expresion del mismo. Es asi como las multiples
funciones de p12 la implicarian en el escape del virus de la vigilancia inmunolégica
del huésped y en la proliferacion de las células T (77).

#+ La proteina p30 estd involucrada en la retencion nuclear de los ARNm
tax/rex llevando a la inhibicion de la expresion viral y al establecimiento de la
latencia. Ademas, p30 modula la expresion de genes celulares involucrados en la

activacion de las células T, apoptosis y regulacion del ciclo celular a través de la
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formacion del complejo p300/CBP/TIP60. Una forma truncada de p30,
denominada p13, se localiza en la mitocondria alterando el potencial de membrana y
la produccion de las especies reactivas del oxigeno (78).

#+ La proteina p21, una forma truncada de Rex que conserva la secuencia de
exportacién nuclear pero carece de la de localizacion nuclear, regula las funciones de
ésta incluyendo su translocacion entre el nucleo y el citoplasma. Se cree que p21 seria
capaz de competir con Rex por los ARNm virales que no experimentan o que sufren

solo un evento de splicing, facilitando su acumulacion en el nucleo (79).

10.5 REGIONES REGULATORIAS NO CODIFICANTES

Los LTRs son secuencias no codificantes compuestas cada una por 3 regiones
denominadas U3, R y U5. Cada LTR constituye un componente integral siendo
esencial para la retrotranscripcién e integracién del genoma viral (provirus) y
regulacion de la transcripcion.

* La region U3 esta implicada en la regulacion de la expresion génica, en
particular en la terminacion y poliadenilacion de los ARNm virales y es la que
determina en parte la permisividad en la célula huésped. Esta region posee la TATA
box y 3 repeticiones imperfectas de 21pb, altamente conservadas en todos los HTLVs,
denominadas colectivamente TRE-1. Los mismos son sitios de regulacion en cis a
través de los cuales Tax, ya sea directa (mediante el contacto con el ADN) o
indirectamente (por formacion de complejos con factores de transcripcion celulares)

controla casi la totalidad de los procesos implicados en la transcripcion y replicacion
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viral. Cada repeticion se denomina repeticion distal (rd), central (rc) y proximal (rp),
respectivamente, en referencia a su ubicacion respecto del sitio de comienzo de la
transcripcién. A su vez, cada repeticion contiene tres dominios conservados (A, B y
C), siendo el B el mas importante respecto a la regulacion mediada por Tax. En éste
se encuentran los primeros cinco nucledtidos del elemento de respuesta al AMP
ciclico (CRE); el cual es conocido por reclutar a factores celulares de la familia
ATE/CREB. El dominio B media la transactivacion por Tax ya sea en combinacion
con el dominio A 6 C (80). Cada promotor presenta una zona rica en nucledtidos
C/G (junto al sitio de union ATF/CREB) en la que Tax se une directamente al
ADN. Asi, la interaccién Tax/ATF/CREB/TRE-1 es clave en los procesos
regulatorios mediados por Tax. Si bien los TRE-1 son similares en su secuencia
nucleotidica, ensayos de mutagénesis in vitro demostraron que no son funcionalmente
equivalentes, siendo la presencia y secuencia nucleotidica de los mismos critica para

la regulacién mediada por Tax (81) (Figura 9).
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Figura 9. Estructura del LTR. La transcripcién se regula principalmente a partir
del elemento de respuesta a Tax denominado TRE-1, el cual se compone de tres
repeticiones: distal (rd), central (rc) y proximal (rp). Adaptado de Grant et al., 2002
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Un gran numero de reguladores transcripcionales de origen celular se unen a
las repeticiones rd, rc y rp. Algunos de ellos, lo hacen indistintamente como ocurre
con AP-2, mientras que otros se unen especificamente a una de ellas. Por ejemplo
AP-1, cFos, FosB, Fra-1, Fra-2, c¢Jun, JunB, y JunD interaccionan sélo con el rc,

mientras que los factores Sp1/Sp3 se unen especificamente al rp (80) (Figura 10).
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Figura 10. Sitios de union de factores de transcripcion en la region U3
del LTR. Las barras negras indican los sitios de union de factores en el
promotor viral, descriptos y cuya interaccion ha sido demostrada a través
de ensayos de footprinting y de cambios de la movilidad electroforética. Las
barras punteadas indican los potenciales sitios de interaccién obtenidos a

través del andlisis de secuencia. Adaptado de Grant et al., 2002.

La transcripcion del HTLV-1 también depende de un segundo elemento
regulador ubicado en la regién U3, localizado entre las repeticiones central y
proximal, el cual se denomina TRE-2. Se ha demostrado in vitro que varios factores de
transcripcion se unen a este elemento, como Spl/Sp3, Ets-1, Ets-2, Elf1, p-ets,

TIF-1 y ¢Myb; y mediante andlisis de secuencia del TRE-2 se ha propuesto que
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NFkB, AP-2, PU.1I, NHE3 y PEA-3 también interactuarian con ¢l (80, 82)
(Figura 11).
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Figura 11. Estructura del LTR y elemento TRE-2. Se esquematiza el
elemento Unico de respuesta a Tax tipo 2 (TRE-2), ubicado en la regién
U3, que junto con TRE-1 constituyen los principales sitios de

interaccién con la proteina viral Tax. Adaptado de Grant et al., 2002.

4+ Las regiones R y U5 contienen el sitio de iniciacion de la transcripcion, de
poliadenilacién y la mayor parte de la secuencia implicada en la formacién de la
estructura RRE de respuesta a la proteina Rex. Ambas contienen dominios de union
al factor de transcripcion Spl implicados en la regulacion de la transcripcion

independiente de la secuencia TATA box (83).
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11. CICLO DE REPLICACION Y PERSISTENCIA VIRAL

Una vez que el virus ingresa a la célula, se produce la transcripcion reversa del
ARN viral en ADN, se genera el ADN doble cadena y ocurre la integracion del
mismo en el genoma de la célula huésped (provirus). Todos estos procesos se realizan
en la ausencia de expresion génica de nowvo, dirigidos por proteinas estructurales y
enzimas del virién. En relacion al sitio de integracion, se ha descripto una preferencia
por zonas ricas en nucledtidos GC, en particular cercanas a regiones gendmicas que
contienen genes involucrados en el ciclo celular y en la transduccion de seiales de la
célula huésped, las cuales coinciden con regiones de cromatina activa (84, 85). Luego,
utilizando la maquinaria de transcripcion génica y de sintesis de proteinas de la célula
hospedadora se completa la expresion de proteina, replicacion del ARN genomico y

ensamble de las particulas virales (Figura 12).

Figura 12. Ciclo de replicacion.
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La transcripcion del provirus es iniciada por la maquinaria celular y factores
virales que son reclutados hacia el LTR, a partir del cual se producen los ARNm
(sentido o antisentido) que daran origen a las proteinas estructurales codificadas por
los genes principales (gag, pol y env) y a las proteinas accesorias. El mecanismo de
control de la transcripcion puede convertir la replicacion viral de altamente
estimulada en infeccion latente.

En relacion al tropismo viral, el HTLV-1 infecta preferencialmente los CD4+,
aunque también en menor frecuencia linfocitos CD8+ y células dendriticas,
monocitos, macréfagos, fibroblastos, células endoteliales, linfocitos B, células de la
glia, astrocitos, células de la microglia, oligodendrocitos y neuronas. Este hecho
sugeriria la presencia de un receptor celular y/o co-receptores de expresion ubicua.
Asi, se ha propuesto a la proteina GLUTI, transportador de glucosa presente en
distintos tipos celulares, como el receptor del HTLV-1. Ademas, se han detectado
otras moléculas como la neuropilina (NRP1) y proteoglicanos de heparan-sulfato
(HSPGs) que serian requeridos junto con GLUT1 para el ingreso eficiente del virus
(86, 87).

Se ha descripto un mecanismo de infeccién denominado sinapsis viral, el cual
comprende contacto célula-célula, polarizacion del centro organizador de los
microtubulos (MTOC) formacion de sinapsis y liberacién de viriones en espacios
extracelulares confinados a la sinapsis virologica entre una célula infectada y sin
infectar. Estos eventos estan mediados por la proteina viral Tax que interviene en la

reestructuracion interna del MTOC. Se ha demostrado que los linfocitos infectados
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con HTLV-1 presentan 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 (88-90). Ademass, la
proteina Tax estd involucrada en la desregulacién del proceso mitotico de la célula
infectada induciendo su expansion clonal y la replicacion viral. Este mecanismo junto
con la sinapsis viral, posibilita una baja exposicion viral a los anticuerpos
neutralizantes favoreciendo una infeccion persistente. Por otro lado, 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, ya que permite replicar el

genoma sin utilizar la enzima TR la cual introduce mutaciones en alta frecuencia (88).

12. VARIABILIDAD GENOMICA Y PATOGENIA

Si bien la mayoria de los individuos infectados por HTLV-1 permanecen
asintomaticos durante toda su vida, se ha sugerido un contexto multifactorial que
involucraria caracteristicas virales (gendmicas) y del hospedador (genéticas e
inmunes), las cuales determinarian el establecimiento de la patogénesis viral y el
desarrollo de las enfermedades asociadas a la infeccién. Sin embargo, las
contribuciones relativas de cada una de ellas todavia no han sido completamente
dilucidadas.

En particular, considerando los factores virales, son los elementos reguladores
de la transcripcion y replicacion viral presentes en el LTR los que juegan un rol clave

en la permisividad de una célula infectada. Por otro lado, la proteina viral Tax,
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fuertemente ligada a la génesis de la HAM/TSP y ATL, ha sido descripta como un
factor viral critico con respecto a la activacién gendmica y la expresion génica viral, a
través de su interaccion con factores de transcripcion celular y la region LTR proviral,
implicada ademds, en la transformacién celular (91). Y si bien, varios estudios se han
enfocado en la identificacion de polimorfismos virales neuropatogénicos o

leucemogénicos, aun no se ha encontrado una asociacion al respecto.

12.1. REGION LTR

El estudio de las regiones TRE-1 y 2, ha evidenciado la presencia de
mutaciones que podrian impactar en la replicacién y en la transcripcion proviral,
sugiriendo posibles implicancias en el desarrollo de las patologias asociadas a la
infeccion por HTLV-1. Ademas, la comparacion de secuencias LTR provenientes de
portadores asintomaticos y pacientes con HAM/TSP, ha demostrado que existe un
95% de homologia de secuencias, detectandose la mayor variabilidad en la regién U3
del LTR, la cual presenta los sitios de transactivacion mediada por Tax (92). Asi, las
interacciones entre factores celulares, la proteina Tax y la regién LTR son claves en la
regulacion de la transcripcion viral, permitiendo la salida del estado de latencia viral y
el establecimiento de la transcripcion activa. Mutaciones en estas secuencias pueden
afectar dramaticamente el reclutamiento de factores de transcripcion, impactando en
la expresion génica viral. En relacion a los elementos TRE-1 y TRE-2, se encuentran
presentes en los cuatro tipos de HTLVs siendo su secuencia altamente conservada

(93), lo cual sustenta la importancia reguladora de dichas secuencias. Ademais,
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ensayos de mutagénesis in vitro demostraron que los mismos no son funcionalmente

equivalentes, siendo la presencia y secuencia nucleotidica critica para la regulacion

mediada por Tax (80).

12.2. VARIANTES DE LA PROTEINA TAX

La proteina Tax, codificada por la region pX del HTLV-1, es un determinante
clave en la persistencia y en la patogénesis de la infeccion, habiéndose demostrado su
interaccién con mds de 100 dianas celulares (71). Asi, en relacion a la patogénesis se
han realizado estudios entre los cuales se ha reportado la presencia de provirus
defectivos en el gen Tax en el SNC de pacientes con HAM/TSP, sugiriendo un rol de
estas mutantes en la génesis de HAM/TSP (94). Por otro lado, se han descripto
mutantes de escape de Tax durante el desarrollo de ATL, los cuales presentan un
codon de terminacion (95). Por otro lado, el analisis filogenético de secuencias
provenientes de pacientes con HAM/TSP, ha revelado 2 polimorfismos de genes Tax
A y Tax B con diferente polimorfismo, ambos pertenecientes al subgrupo
Transcontinental A, observandose a Tax A con una mayor incidencia en pacientes
japoneses con HAM/TSP que con ATL y portadores asintomaticos (96). En relacion
al alelo Tax A, en nuestro pais, un estudio que incluyd 16 individuos infectados del
noroeste detectdé una variabilidad menor en pacientes con HAM/TSP que en
portadores asintomaticos sin hallarse asociacion con el estado clinico y sugieren que
la baja diversidad observada en la secuencia de Tax seria la consecuencia de una

seleccion positiva para la conservacion de la proteina en este grupo (97).
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OBJETIVOS
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* OBJETIVO GENERAL

Estudiar la epidemiologia de la infeccion por HTLV-1 en distintas
comunidades originarias del Norte de Argentina y analizar la filogenia y variabilidad
genética de las cepas circulantes en éstas y en residentes de Buenos Aires,

considerando el componente étnico de los individuos infectados.

* OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

1.1. Determinar la prevalencia y caracterizar epidemioldgicamente la infeccién por
HTLV-1 en cinco comunidades originarias que habitan las provincias de Jujuy (Kolla),
San Juan (Sagua-Huarpe), Misiones (Mbya-Guarani), Chaco y Formosa (Wichis).

1.2.  Estudiar la presencia de infeccion por HTLV-2, HIV-1 y Treponema pallidum en

las comunidades descriptas.

2. ESTUDIOS FILOGENETICOS
2.1. Realizar el analisis filogenético de los genotipos HTLV-1 obtenidos en

comunidades originarias y residentes de la ciudad y provincia de Buenos Aires.

3. ESTUDIOS DE ETNICIDAD
3.1. Estudiar el componente étnico autdctono y aldctono en individuos originarios
y en residentes de la ciudad y provincia de Buenos Aires infectados por HTLV-1

mediante la caracterizacion de haplogrupos de ADN mitocondrial.
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4. VARIABILIDAD GENOMICA

4.1. Estudiar la presencia de mutaciones nucleotidicas en elementos reguladores
transcripcionales TRE-1 y TRE-2 del promotor viral LTR.

4.2. Analizar la presencia de mutaciones no sindnimas en la secuencia del gen Tax.
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MATERIALES Y METODOS

59



+ ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

1. PREVALENCIA DE INFECCION POR HTLV-1

1.1. Poblacion estudiada

Se realizé un estudio de corte transversal en cuatro comunidades originarias de
Argentina, incluyendo los grupos étnicos Kolla (Jujuy), Sagua-Huarpe (San Juan),
Wichi (Formosa y Chaco) y Mbyd-Guarani (Misiones). Geograficamente, la primera se
situo en la ciudad de Abra Pampa a 215 km de San Salvador de Jujuy; la segunda en
la localidad de Las Lagunas y Villa Media Agua, a 50 km de la capital Sanjuanina; la
tercera en la ciudad de Puerto Iguazt; y por ultimo las comunidades Wichi se
ubicaron en la localidad de Laguna Yema a 380 km de Formosa Capital y en el

impenetrable, a 300 km de la ciudad de Resistencia, Chaco.

1.2. Consideraciones éticas

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Independiente de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires (IRB#00004817) y el
Comité Independiente de Etica de NEXO AC (IRB0005349). Se mantuvo la
confidencialidad de toda la informacion segun pautas de la legislacion nacional e
internacional vigentes. Se siguieron estrictamente las pautas éticas internacionales

relacionadas con los estudios epidemiologicos y clinicos (Pautas Internacionales para

la Evaluacion Etica de los Estudios Epidemiologicos, CIOMS, Ginebra, 1991).
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1.3. Reclutamiento de individuos

En la comunidad de Jujuy, a través de una comunicaciéon radial se convoco
voluntariamente a los individuos que quisieran formar parte del estudio, mientras
que en el resto de las comunidades se mantuvo una reunién inicial con cada cacique,
quien informo posteriormente a su comunidad. En ambos casos, un profesional del
drea de la salud explico detenidamente los objetivos y alcances del proyecto. Se
trabajo con un equipo multidisciplinario que incluyé a bioquimicos, médicos,
biologos, personal técnico y personal de apoyo. Se invité a los interesados en
participar a firmar un formulario de consentimiento informado, del cual se les
entregd una copia. Como criterio de inclusién se consideré que fueran individuos
mayores de 18 afos, que aceptaran voluntariamente participar del estudio y que

firmaran el consentimiento informado.

1.4. Obtencion de datos epidemioldgicos

Se completd un cuestionario estandarizado en una entrevista personal y privada,
considerando la presencia de antecedentes de riesgo para la infeccion por HTLV-1:
haber nacido o residir en drea endémica para la infeccion; padres oriundos de un area
endémica, presentar sintomatologia asociada a algunas de las enfermedades causadas
por el HTLV-1, antecedentes familiares de las mismas, haber sido transfundido antes
o después del 2005 (afio en que se establece la obligatoriedad del tamizaje en bancos
de sangre de Argentina), uso de drogas inyectables o diagnostico previo de alguna

infeccion de transmision sexual (ITSs). Por otro lado, se obtuvo informacion acerca
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de la edad, género, cantidad de hijos, haber sido amamantado en la infancia y

conocimiento de la infeccion por HTLV-1.

1.5. Obtencion de la muestra y procesamiento
1.5.1. Obtencion de Plasma

A partir de una muestra de 10 ml de sangre entera anticoagulada con 125ul de
dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 10%, se recuperé el plasma por
centrifugacion a 1900rpm por 10 minutos, conservindose luego a -20°C. Ademads, se

guardo sangre entera anticoagulada a -20 °C para la posterior obtencién de ADN.

1.5.2. Obtencion de ADN
El ADN se extrajo a partir de sangre entera utilizando un equipo comercial
(Qiagen, DNA extraction kit, QIAGEN, Hilden, Germany) y se cuantificé por
espectrofotometria. Para evaluar la calidad del ADN extraido, se empled una reaccion
de PCR amplificando un fragmento de 523pb del gen celular de la P-actina
(oligonucleotidos descriptos en la tabla 1). La mezcla de reaccion fue de 5ul de buffer
5X; 0,5ul de ANTPs 10mM; 0,5ul de oligonucledtidos 10uM; 0,1ul de Go Tag DNA
Polimerasa (Promega) 5U/ul; 17,4ul de agua libre de DNasa y RNasa y 1,5ul de ADN
0,1 pg/ul. Las condiciones del ciclado fueron: 94°C 5 minutos; 25 ciclos de 95°C 30
segundos, 50°C 30 segundos y 72°C 30 segundos; y extension final de 72°C 5
minutos. Se incluyd un control positivo (muestra B-actina positiva por PCR) y agua
libre de DNasa y RNasa como control de contaminacion.
El producto se sometiod a una electroforesis en gel de agarosa 1% tenido con

5ul de bromuro de etidio (10 mg/ml), se sembré 5ul del producto y se corrio el gel a
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100 volts durante 45 minutos en buffer solucion de tris-borato-EDTA (TBE) 1X. El
gel se visualizd con un transiluminador UV, comparando las bandas obtenidas con
un marcador de peso molecular de 100pb (Fermentas). Sélo las muestras positivas
para el gen de Pactina fueron incluidas en los estudios moleculares de HTLV y
ADNmt. Aquellas que resultaron negativas se procesaron nuevamente incluida la
extraccion de ADN, excluyéndose del estudio los casos en que el resultado final fue

nuevamente negativo.

1.6. Diagnostico de infecciones
Todos los ensayos que se detallan a continuacion y la interpretacion de los
resultados, fueron realizados siguiendo estrictamente las instrucciones provistas por

los fabricantes.

1.6.1. Infeccion por HTLV-1/2

El tamizaje de anticuerpos especificos se realizd por aglutinacion de particulas
(AP) (Serodia, Fujirebio) y las muestras reactivas por una o ambas técnicas se
confirmaron por WB (HTLV Blot 2.4 Genelabs Diagnostics). En los casos en que el
WB resulté HTLV no tipificado o indeterminado, se empled una nested-PCR (n-PCR)
especifica con fines confirmatorios para amplificar 198pb y 159pb para los genes pol y

tax del HTLV-1y 138pb y 128pb para los genes pol y tax del HTLV-2, respectivamente.

La mezcla de reaccion para el gen pol del HTLV-1 y HTLV-2 en la primera ronda
fue de: 5ul de buffer 10X; 0,5ul de dNTPs 10mM; 0,5ul de oligonucledtidos 10uM,

0,125pl de Go Taq DNA Polimerasa (Promega) 5U/pl; 14,9ul de agua y 4ul de ADN
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0,1 ug/pl, con un volumen de reaccion de 25pul. El ciclado empleado fue: 94°C 5
minutos; 35 ciclos de 94°C 30 segundos, 56°C 30 segundos y 72°C 30 segundos; y una
extension final de 72°C 7 minutos. La mezcla de la segunda ronda fue igual a la
primera, excepto por la utilizacion de 16,9yl de agua y 2ul de producto de

amplificacion de la primera ronda.

Para el gen tax del HTLV-1 y HTLV-2, la mezcla de reacciéon en la primera y
segunda ronda fue similar a la descripta para pol, a excepcion de los oligonuclestidos
utilizados, con una temperatura de annealing de 50°C en ambos ciclados (98, 99). Las
secuencias de los oligonucledtidos para ambos genes se detallan en la tabla 1.

Se sembraron 5ul del producto en un gel de agarosa 1% tefiido con Bromuro
de etidio, cuyas condiciones fueron las mismas que las empleadas en el caso del gen
de la Pactina, pero con un tiempo de corrida de 30 minutos. Las reacciones de
n-PCR se realizaron en un termociclador EPPENDORF Mastercycler gradient (al igual
que todas las descriptas en esta tesis).

Como controles positivos se utilizaron una linea celular linfocitaria
persistentemente infectada con HTLV-1 (MT2) y una muestra HTLV-1 positiva (perfil
completo de WB); agua libre de DNasas y RNasas como control de contaminacion,
como controles negativos ADN de una linea celular linfocitaria no infectada (H9) y
de una muestra negativa por WB; y 1 muestra HTLV-1 6 HTLV-2 segtn corresponda,
confirmada por WB como control de especificidad.

Se considerd una muestra positiva por n-PCR cuando se obtuvo amplificacién

de ambos genes (tax y pol) para un tipo viral especifico; indeterminada cuando se
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amplificé uno de los dos genes y negativa cuando no amplifico para ninguno de los

genes.

Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion parcial de

los genes virales poly tax y del gen celular de la B-actina.

Oligonuclestido
Primera ronda
SK110-1
SK110-11
SK111-1
SK111-I1

SK43-1

SK43-11

SK44-1

SK44-11
Segunda ronda
POLI.1

POL3.1

POL1.2

POL 3.2

Inner sense 43/44

Inner antisense
43/44
gen de la P-atina
B1l-actina

[B2-actina

Secuencia 5’-3’

CCC TAC AAT CCA ACCAGCTCAG
CCA TAC AAC CCCACCAGCTCAG
GTG GTG AAG CTG CCATCG GGTTTT
GTG GTG GATTTG CCATCG GGTTTT
CGG ATA CCC AGT CTA CGT GT

TGG ATA CCC CGT CTA CGT GT

GAG CCG ATA ACG CGT CCATCG
CAG CTG ACA ACG CGT CCATCG

TTG TAG AAC GCT CTA ATG GCATTC
TGG CAG TTG GTT AAC ACATTC AGG
CCT GGT CGA GAG AAC CAATGG TG

CCA CTG GGG TTC ATG ACATIT AGC
GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA

CCA TCG ATG GGG TCC CA

GGA CCT GAC TGA CTA CCT CAT GAA
GAT CCA CAT CTG CTG GAA GGT GG
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Gen-Virus

pol- HTLV-1
pol- HTLV-2
pol- HTLV-1
pol- HTLV-2
tax- HTLV-1
tax- HTLV-2
tax- HTLV-1
tax- HTLV-2

pol- HTLV-1
pol- HTLV-1
pol- HTLV-2
pol- HTLV-2

tax- HTLV-1/2
tax- HTLV-1/2



1.6.2. Infeccion por HIV-1

La deteccion de anticuerpos especificos se realizo mediante la técnica de
enzimoinmunoensayo (ELISA) (HIV-1/2 ELISA Dade Behring; Enzygnost anti HIV
Y5 plus) y AP (SFD HIV Y2 PA, Biorad Fujirebio) y las muestras reactivas para alguna

de las dos técnicas se confirmaron por WB (New Lab Blot-1, Bio-Rad).

1.6.3. Infeccion por 7. pallidum

La deteccion de anticuerpos se realiz6 mediante el test de VDRL (Wiener
Lab.) y por hemoaglutinacién (TPHA Biosystems), confirmando las muestras
reactivas, ya sea para una o ambas pruebas por inmunofluorescencia (FTA-abs

Immunofluorescence Biocientifica SA).

1.7.  Andlisis estadistico

Se confeccionaron planillas con los datos obtenidos utilizando el programa
SPSS, version 11.5.0, 2002, Chicago, IL, USA; conformando las bases de datos que
fueron posteriormente analizadas. El andlisis estadistico se realizd con el mismo
programa. En todos los casos, los valores de prevalencia se calcularon como la
proporcion de positivos confirmados en toda la poblacion testeada. Los intervalos
con un 95% de confianza (IC 95%) fueron calculados asumiendo una distribucion
binomial. Para comparar proporciones se utilizaron tanto las pruebas de
Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher. Todos los valores de p computados hasta

un nivel de 0.05 fueron reportados como medidas de significancia estadistica.
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+ ESTUDIOS MOLECULARES

2. FILOGENIA DEL HTLV-1

2.1. Muestras analizadas

Se obtuvo material para anilisis filogenético a partir de 85 muestras HTLV-1
B-actina positivas. Parte de las mismas fueron obtenidas del estudio de prevalencia
realizado en las comunidades originarias, y parte de otras poblaciones de Buenos Aires
cuya prevalencia de infeccién por HTLV-1 ha sido previamente reportada por nuestro
grupo (57).
Se incluyeron:

a. Muestras de individuos originarios (n=10) de la comunidad Kolla de Jujuy,
reclutados en el estudio de prevalencia realizado en el presente trabajo de tesis.

b. Muestras de individuos con conducta de riesgo (n=16), incluyendo UDIs
(IDUs, n=7), HSH (MSM, n=3), TS (FSW, n=6), los cuales no presentaron
sintomatologia asociada a la infeccion por HTLV-1 al momento de realizarse el estudio
(58-61).

c. Muestras derivadas al Centro Nacional de Referencia para el SIDA (CNRS)
para diagnostico de la infeccion por HTLV-1 (n=35) provenientes de donantes de
sangre (BD) voluntarios de servicios de hemoterapia de la ciudad y provincia de
Buenos Aires.

d. Muestras derivadas al CNRS para diagnostico de la infeccion por HTLV-1

(n=20), provenientes de servicios de hematologia y neurologia de la ciudad y provincia
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de Buenos Aires, las cuales pertenecieron a pacientes con diagnéstico confirmado de
ATL (n=4) y HAM/TSP (n=16).

e. Familiares (FL) directos de personas HTLV-1 diagnosticadas en el CNRS (n=4).

En el caso de individuos residentes de Buenos Aires (b-e), se recopild
retrospectivamente informacion acerca de la edad, género, lugar de nacimiento,
lugares de residencia y antecedentes de riesgo para la infeccion por HTLV-1 (ya

descriptos para comunidades originarias).

2.2. Region gendmica analizada

Se estudio la regiéon promotora LTR del HTLV-1, la cual es conocida por
presentar el mayor indice de variabilidad con respecto a otras regiones provirales. En
ambos casos se utilizd la enzima Platinum®Taq DNA Polimerase High Fidelity
(Invitrogen) cuyas propiedades le confieren 6 veces mas fidelidad de copia respecto a la
Taq Polimerasa comun.

Se amplificaron 561pb de la regién LTR mediante una reaccion de hemi-
nPCR (h-n-PCR). La mezcla de reaccion de la primera ronda fue de 2,5ul de buffer
10X; 0,5ul de ANTPs 10mM; 1ul de oligonucledtidos 10uM; 1pl de MgSO4 50mM;
0,1ul de Polimerasa 5U/ul (Invitrogen); 17,9ul de agua libre de DNasa y RNasa y 2l
de ADN 0,1 pg/pl, con un volumen final de 25pul. Las condiciones de la segunda
ronda fueron las mismas, excepto por 16,9l de agua libre de DNasa y RNasa y 1ul
del producto de primera ronda. El ciclado de ambas rondas fue: 2 minutos a 94°C,

35 ciclos con 95°C 15 segundos, 55,5°C 30 segundos y 68°C 50 segundos; con una
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extension final de 10 minutos a 68°C. Los oligonucledtidos empleados se detallan en

la tabla 2 (100).

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y secuenciacion

de la regiéon LTR del HTLV-1.

Oligonuclestido Secuencia 5’-3’ region-ronda
8200LA CTC ACA CGG CCT CAT ACA GTA CTC LTR- 1oy 20
3VEXT CGC AGT CAG GAG GCACCRM LTR- 1°

3VINT GAA CGC RAC TCA ACC GGC RYG GAT GG LTR- 2°

2.3.  Reaccion de secuenciacion y edicion de las secuencias

El producto de amplificacion se secuencié directamente en un secuenciador
automatico (ABi Prism 3100 Genetic Analizer) abarcando doble marco de lectura. La
mezcla de reaccion se prepard utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kits (Applied BioSystems), la cual se compuso de 1ul de BigDye®
Terminator v3.1 Ready Reaction Mix; 1,5ul de 5X Sequencing Buffer; 5,5ul de agua
libre de DNasa y RNasa, 1pl de oligonucledtidos 4uM y 1ul del amplicon. Los
oligonuclotidos empleados fueron los mismos que los utilizados en la segunda ronda
de amplificacion del LTR (tabla 2). El ciclado: desnaturalizacion inicial a 96°C 5
minutos, luego 24 ciclos de 96°C 10 segundos, 50°C 5 segundos, 60°C 4 minutos y
extension final de 60°C 5 minutos. El producto precipitado y resuspendido en
formamida de alta pureza fue secuenciado. Los cromatogramas se editaron utilizando
el programa Sequencher 4.8 (Gene Codes Co, USA). Se utilizo la secuencia prototipo
ATK-1 (numero de acceso del GeneBank J02029) para fijar las posiciones gendmicas

y establecer los sitios con mutaciones, obteniendo finalmente la secuencia editada.
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2.4. Andlisis filogenético

La matriz de datos se construyo alineando las secuencias editadas junto con
secuencias de referencia de Argentina, Pert, Chile y Brasil (paises que presentan altas
tasas de migracion a nuestro pais) y de Guyana Francesa, Surinam, y paises de Asia y
Africa (con focos endémicos para la infeccion por HTLV-1). Se utilizo el programa
Bioedit version 7.0.5.3 (101). Se realizé la optimizacion manual del alineamiento,
obteniéndose la matriz final de datos a analizar posteriormente por los métodos de
Neighbour Joining (NJ), Parsimonia (P) y Maxima Probabilidad (ML), usando los
programas PAUP*, TNT y PHYML, respectivamente (102-104). Sélo cuando el
tamafio de la matriz de datos lo permitié, se emple6 el analisis Bayesiano (BY) con el
programa Mr Bayes (105). Se aplicé un andlisis de bootstrap en cada caso para evaluar

el sustento de las topologias obtenidas en cada caso.
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2.5. Analisis estadistico del clado divergente

2.5.1. Test de Shimodaira-Hasegahua

Dado que el analisis filogenético evidencio la presencia de un clado divergente
con alto soporte estadistico, se tested la hipdtesis de la existencia de un nuevo
subgrupo. Con el objetivo de clasificar las secuencias divergentes, se procedié segiin

se describe a continuacion.

Se construyd una matriz de datos incluyendo las secuencias divergentes,
referencias representativas de los cuatro subtipos mayoritarios y cinco subgrupos del
subtipo Cosmopolita. A partir de la misma, se obtuvo un arbol filogenético por el
método de ML. Luego, se modificé la matriz de partida en su forma parentética,
repitiendo la reconstruccion filogenética con una restriccion impuesta a priori, en la
que las secuencias divergentes agruparan dentro del subgrupo A y por otro lado, con
la restriccion de que las mismas agruparan dentro del subgrupo B, obteniéndose los
arboles optimos respectivos por el método de ML.

Finalmente, se compararon las probabilidades asociadas a cada una de las
topologias optimas, mediante el test de Shimodaira-Hasegahua (Programa PAUP 4.0),

considerandose una medida de significancia estadistica a todo valor de p computado

hasta un nivel de 0.05.
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2.5.2. Analisis de similitud

Se compararon las secuencias de las muestras “divergentes” y las referencias
incluidas en el analisis, con el fin de confirmar los resultados obtenidos en el analisis
filogenético y en el test de Shimodaira Hasegahua. Asi, si las secuencias divergentes
constituyen un nuevo subgrupo, el indice de similitud (IS) entre ellas deberia ser
similar al obtenido con secuencias pertenecientes a los subgrupos ya descriptos.

Se construyd una matriz con 198 secuencias, incluyendo las 119 empleadas en
el analisis filogenético. Se incrementd el nimero de referencias representativas para
cada subgrupo, a excepcion del subgrupo E, del cual sélo se han descripto dos
secuencias al presente. Se obtuvo el promedio de sustituciones nucleotidicas (IS)
entre todos los pares de secuencias pertenecientes a cada subgrupo (intra-subgrupo) o
entre las secuencias de un subgrupo dado con respecto a todas las secuencias de los
otros subgrupos (inter-subgrupo). Los algoritmos implementados para la realizacién
del andlisis de similitud se encuentran en un script descripto en el R Statistical Package

Language (http://www.R-project.org).
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3. ANALISIS DEL ADN MITOCONDRIAL (ADN mt)

3.1. Poblacion estudiada
Se incluyeron todas las muestras de nativos originarios HTLV-1 positivos (n=9) y
residentes de Buenos Aires (n=75), que pertenecieron a individuos no emparentados

por la linea materna, cuyas muestras fueron fB-actina positivas.

3.2. Region analizada

Se estudié la region control completa no codificante del ADN mitocondrial

humano, centrando el analisis de las mutaciones entre las posiciones 16024 a 572 de

la secuencia de referencia rCRS (ntimero de acceso GenBank NC_012920).

3.3. Amplificacién por PCR

Se amplificaron 1340pb las cuales abarcaron la region control completa del
genoma mitocondrial. El templado utilizado fue el ADN extraido que se empleo en la
reaccion de amplificacion para B-actina. La mezcla de reaccion consistié de 2,5ul de
buffer 10X; 0,5ul de ANTPs 10mM; 1ul de oligonucleotidos 10uM; 1ul de MgSO4
50mM; 0,1ul de ADN Polimerasa 5U/pl (Invitrogen); 12,9 ul de agua libre de DNasa
y RNasa y 7ul de ADN 0.01 pg/pl, siendo el volumen final de reaccion de 25ul. El
ciclado fue de 2 minutos a 94°C, 35 ciclos con 94°C 1 minuto, 56°C 1 minuto y
68°C 1,5 minutos; con una extension final de 10 minutos a 68°C. Los
oligonucledtidos utilizados se describen en la tabla 3.

Se sembraron 5ul del producto en un gel de agarosa 1%, teiiido con Bromuro

de Etidio y la electroforesis se realizd a 100 volts por 1.5 horas en buffer TBE 1X. El

73



gel se visualizd6 en un transiluminador UV. Se emple6 un marcador de peso
molecular de 1Kb (Fermentas) para deteccion de la banda de interés.
Se utilizd un control positivo (muestra positiva caracterizada previamente por

PCR para la region control de ADNmt) y un control de contaminacion (agua libre de

DNasa y RNasa).

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y secuenciacion

de la region control completa del ADN mitocondrial.

Oligonuclestidos Secuencia 5°-3’ Reaccion
F15878 AAA TGG GCC TGT CCT TGT AG Amplificacion
Secuenciacion

Amplificacia
F16475 TAG CTA AAG TGA ACT GTA TCC mpHicacion
Secuenciacion
B649 [TT GTT TAT GGG GTG ATG TGA Secuenciacion
B16 TGA TAG ACC TGT GAT CCATCG TGA  Secuenciacion

3.3. Reaccion de secuenciacion y deteccion de mutaciones diagnosticas

El producto de amplificacion se secuencio directamente en un secuenciador
automatico (ABi Prism 3100 Genetic Analizer), abarcando doble marco de lectura.
Los oligonucleotidos utilizados se detallan en la tabla 3. Las condiciones de la
reaccion de secuenciacion y el kit empleado fueron los mismos que se describen en la
seccion 2.3. Las secuencias obtenidas se alinearon con la version modificada de la
secuencia de referencia rCRS utilizando el programa Sequencher 4.8 (Gene Codes
Co, USA). Las secuencias se analizaron independientemente por dos operadores.
Una confirmacion final de los resultados obtenidos se llevd a cabo realizando un

control de calidad a posteriori, por comparacion con base de datos publicados de
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origenes étnicos/geograficos similares. Como herramienta clasificatoria de los
haplogrupos  se  utilizo ~un  4rbol  filogenético  disponible  online

(http://www.phylotree.org) y una herramienta de clasificaciéon basada en el mismo

arbol filogenético, denominada Haplogrep (106).
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+ ESTUDIOS DE VARIABILIDAD.

4.  ANALISIS GENOMICO

4.1. Muestras estudiadas
Se incluyeron 85 muestras HTLV-1 positivas pertenecientes a individuos
originarios (n=10) y a residentes de Buenos Aires (n=75) que resultaron P-actina

positiva.

4.2. Region LTR: elementos de respuesta a Tax (TRE-1 y TRE-2)
Se analizaron las tres repeticiones que integran el TRE-1: distal (rd), central (rc)

y proximal (rp) y el elemento TRE-2, todas ubicadas en la region U3 del LTR.

4.2.1. Deteccién de mutaciones
Se realizd un alineamiento de las secuencias LTR con el programa Bioedit
version 7.0.5.3 incluyendo la secuencia prototipo ATK-1, la cual se utilizé para fijar

las posiciones nucleotidicas y determinar la presencia de mutaciones.

4.2.2. Amplificacion por PCR de la region LTR completa

Se amplificaron 768pb de la regiéon LTR mediante una reaccién de h-nPCR.
La mezcla de reacciéon de la primera ronda consistié en 2,5ul de buffer 10X; 0,5ul de
dNTPs 10mM; 1l de oligonucledtidos 10uM; 1l de MgSO4 50mM; 0,1ul de ADN
Polimerasa 5U/pl (Invitrogen); 16,9ul de agua y 2ul de ADN 0,1 pg/ul, siendo el
volumen final de reaccién de 25ul. Las condiciones de la segunda ronda fueron las
mismas, excepto por 17,9ul de agua y 1ul del producto de amplificacion de la primera

ronda. El ciclado para ambas rondas fue el mismo: 2 minutos a 94°C, 35 ciclos de
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95°C 15 segundos, 58°C 30 segundos y 68°C 50 segundos; con una extension final
de 10 minutos a 68°C. Los oligonucledtidos empleados se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion y secuenciacion

de la regiéon LTR completa del HTLV-1.

Oligos Secuencia 5’-3’ Reaccion Ronda
8200LA CTC ACA CGG CCT CAT ACA GTA CTC Amplificacion Ie

R2 GTG CTA TAG GAT GGG CTG TCG C Amplif/Secuenc 1oy 2°
3VINT GAA CGC RAC TCA ACC GGC RYG GAT GG Amplificacion 20
3L TRf TCCCCATIT CTC TAT TTT TAA CG Amplif/Secuenc 0

El producto de amplificacion se sembrd en un gel de agarosa 1% tedido con
bromuro de etidio, realizandose una electroforesis segin las condiciones descriptas en
la seccion 1.4. El gel se visualizd en un transiluminador y la banda de interés se

purifico a partir del gel (ADN Puriprep-GP Kit, InbioHighway).

4.3. Proteina Tax: mutaciones no sinénimas en dominios funcionales

Se alinearon secuencias de referencia pertenecientes al mismo subgrupo que
las muestras caracterizadas en este estudio y se disefaron oligonucleotidos especificos
que hibridaron en las zonas conservadas para amplificar la secuencia codificante de la
proteina Tax. Se amplifico un fragmento de 1058pb a través de una hn-PCR. La
mezcla de reaccidon para la primera ronda de amplificacion fue de 2,5 pl de buffer
10x; 0,5ul de dANTPs 10mM; 1ul de oligonucledtidos 10uM; 1ul de SO.Mg 50mM;
0,1ul de DNA Polimerasa 5U/ul (Invitrogen); 17,9ul de agua libre de DNAsa y
RNAsa y 2ul de ADN 0,1 pg/l, siendo el volumen final de reaccion de 25ul. Para la

segunda ronda de amplificaciéon se utilizaron las mismas cantidades excepto por 1pl
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de templado de la primera ronda y 18,9l de agua libre de DNasa y RNasa. Las
condiciones del ciclado en la primera ronda fueron de 94°C 2 min, 35 ciclos de
94°C 15 seg, 55°C 30 seg, 68°C 3 min y una extension final 68°C 10 min. Para la
segunda ronda fueron de 94°C 2 min, 30 ciclos de 94°C 15 seg, 58°C 30 seg, 68°C
1,5 min y extension final 68°C 10 min. Los oligonucleétidos se detallan en la tabla 5.
El producto de amplificacion se visualizé con el mismo procedimiento descripto en la
seccion 3.2. Se realizd la secuenciacion directa de las muestras positivas abarcando
doble marco de lectura (condiciones descriptas en la seccion 2). Las secuencias se
editaron con el programa Sequencher 4.8 (Gene Codes Co, USA). Se realiz6 un
alineamiento con el programa Bioedit version 7.0.5.3, incluyendo las secuencias
editadas junto con la secuencia de Tax prototipo (ATK-1), la cual se utiliz6 para fijar
las posiciones nucleotidicas y establecer los sitios que presentaron mutaciones. Las
secuencias nucleotidicas editadas se tradujeron a secuencias aminoacidicas,
evaluandose la presencia de mutaciones no sinoénimas en las mismas. Se
determinaron las mutaciones no sinénimas en los dominios funcionales ya descriptos

para la proteina Tax (71).

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion

y secuenciacion de la secuencia codificante de la proteina Tax.

Oligonucleétidos  Secuencia 5’-3’ Reaccién Ronda
HFL75 GCTATAGTCTCCTCCCCCTGC  Amplificacion 1o
GAACGCRACTCAACCGGCRYG . .

3VINT GATGG Amplificacion 1

TaxF ATGGCCCACTTCCCAGGGTT — Amplificacion 20
Secuenciaciéon

TaxR TCAGACTTCTGTTTCTCGGA ~ Amplificacion )
Secuenciaciéon
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RESULTADOS
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+  ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

1. PREVALENCIA DE INFECCION POR HTLV-1 Y DETECCION DE

OTRAS INFECCIONES EN COMUNIDADES ORIGINARIAS

1.1. Infeccion por HTLV-1

El diagnostico de infeccion por HTLV-1 se realizd en 611 muestras,
incluyendo 112 provenientes de la comunidad Kolla de Jujuy; 78 de la comunidad
Sagua-Huarpe de San Juan; 202 de la comunidad Mbya-Guarani de Misiones; 38
de la comunidad Wichi de Formosa y 181 de la comunidad Wichi de Chaco. Del
total, 11 muestras resultaron positivas y 1 seroindeterminada por WB,
confirmandose negativa por n-PCR. La prevalencia final de infeccion fue de 1,8%
(11/611) (IC 95%: 0,66-2,94), mientras que el mismo dato estratificado por
comunidad originaria mostré un valor de 9,8% (11/112) (IC 95%: 3,9-15,8) en la
comunidad Kolla de Jujuy. No se detectaron individuos infectados por HTLV-1 en

el resto de las comunidades.

1.2.  Otras infecciones

El diagnostico de otras infecciones revelo la presencia de un caso HTLV-2
positivo con un valor de prevalencia final de 0,16% (1/611) (IC 95%: 0,004-0,91)
mientras que el mismo valor estratificado por comunidad originaria mostré un
valor de 0,6% (1/181) (IC 95%: 0,01-3,04) en la comunidad Wichi de Chaco. La
muestra positiva pertenecid a una mujer de 23 afos, quien no reportd

antecedentes de riesgo para la infeccion por HTLV-1/2. Ademas, se demostro la
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presencia de infeccion por T. pallidum en todas las comunidades con cifras de

prevalencia que variaron de 0,6% (1/181) (IC 95%: 3,5-7,3) a 9,8% (1/112) (IC

95%: 3,9-15,8), las cuales fueron similares entre la comunidad Kolla, Mbya-

Guarani, Sagua-Huarpe y Wichi de Formosa; y mayores respecto a la de Chaco

(p<0,05). Dos muestras pertenecientes a la comunidad Kolla presentaron

coinfeccion HTLV-1/T. pallidum. No se detectd infeccion por HIV-1 en los 611

individuos estudiados (Tabla 6).

Tabla 6. Prevalencia de la infeccién por HTLV-1, HTLV-2 y T. pallidum

en las cinco comunidades originarias estudiadas (N=611).

HTLV-1
Comunidad originaria

casos % IC95%

Kolla (n=112) 11 98 39158
Sagua-Huarpe (n=78) 0
Mbya-Guarani (n=202) 0
Wichi Formosa (n=38) 0
Wichi Chaco (n=181) 0

Total (N=611) 11 1,8 0,66-2,94

Casos

11
1
17
3
1

33

T. pallidum

%  1IC95%
98 39158
L3 0,036,9
84 43125
79  1,721,4
0,6 0,01-3,04
5,4 3,57,3

1.3.  Caracteristicas epidemiologicas de los grupos estudiados

casos

0

—_ = O O O

HTLV-2
% IC 95%

0,6  0,01-3,04
0,16  0,004-0,91

A continuacién se describe la composicion etaria y la proporcion de

individuos masculinos y femeninos en cada una de las comunidades originarias

incluidas en el estudio (Tabla 7).
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Tabla 7. Edad y sexo de los individuos pertenecientes a las cinco

comunidades originarias incluidas en el estudio (N=611).

Wichi
Datos Kolla Sagua-Huarpe Mbya-Guarani

Epidemioldgicos n=112 n=78 n=220 Formosa ~ Chaco
n=38 n=181

Edad' 48 40 27 31.5 34
RIC? 25-75 33,3-58,8 31,3-55,3 21-39 2637,3 2645

Femenino % 83 73 55 61 58

Masculino % 17 27 45 39 42

'Se calculé como la mediana de la edad de los individuos estudiados.
“RIC: Rango intercuartil 25-75.
De los 611 participantes incluidos, aquellos pertenecientes a la comunidad
Kolla residian en un drea endémica de infeccion para HTLV-1 ya conocida. En
todas las comunidades se reportaron antecedentes previos de transfusion: 12 casos
en la comunidad Kolla, 9 en la comunidad Sagua-Huarpe, 21 en la comunidad
Mbya-Guarani, 3 en la comunidad Wichi de Formosa y 22 en la de Chaco. En
relacion al uso de drogas ilegales, se detecté un caso en la comunidad
Mbya-Guarani de Misiones. Ademas, 5 individuos Kolla reportaron antecedentes
familiares de neuropatias y uno antecedentes de leucemia. Los 611 participantes
reportaron haber sido amamantados y solo 7 de ellos (pertenecientes a la
comunidad Kolla) manifestaron conocimiento previo acerca de la infeccién por
HTLV-1.
Considerando a los 11 individuos originarios HTLV-1 positivos, 8 fueron
mujeres y 3 hombres, siendo la mediana de la edad de 51 anos (RIC 25-75: 33.8-

59.8). Todos reportaron como lugar de nacimiento distintas ciudades o pueblos de

83



la Puna Jujefna, en la provincia de Jujuy. Ninguno reportd transfusiones previas.
Una mujer de 49 anos presentd dificultad para caminar y antecedentes familiares

neuroldgicos. Dos muestras (Jujuy78 y Jujuy79) pertenecieron a dos hermanas

(Tabla 8).

Tabla 8. Datos epidemiolégicos de los individuos originarios HTLV-1 positivos

pertenecientes a la comunidad Kolla (n=11).

Muestra  Sexo Edad Lugar de nacimiento  Sintomatologia Antecedentes
familiares
Jujuy20 F 49 Agua Caliente Dificult?ld para Neurologicos
caminar
Jujuy37 M 58 Abra Pampa no no
Jujuy43 M 48 Puerta de Potrero no no
Jujuy47 F 59 Tabladitas no no
Jujuy49' M 80 Puerta de Potrero no no
Jujuy68 F 60 Abra Pampa no no
Jujuy73 F 63 Casabindo no no
Jujuy74 F 52 Miraflores no no
Jujuy77 F 50 Rinconada no no
Jujuy78 F 29 Cienaga Grande no no
Jujuy79 F 19 Mina Pirquitas no no

"muestra Bactina negativa, excluida de los estudios moleculares.
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* ESTUDIOS MOLECULARES

2. CARACTERIZACION  FILOGENETICA DE CEPAS HTLV-1

DETECTADAS EN BUENOS AIRES Y EN JUJUY.

2.1. Residentes de Buenos Aires
Se incluyeron un total de 75 muestras HTLV-1 positivas, provenientes de

individuos residentes de la ciudad y provincia de Buenos Aires, 16 de ellas reclutadas
en estudios previos realizados en grupos en riesgo de infeccién (7UDIs, 3MSM vy
6FSW) y 59 provenientes de individuos previamente diagnosticados en nuestro
laboratorio los cuales provenian de servicios de hemoterapia (35 BD), 16 de centros de
neurologia (Neu) y 4 de hematologia (ATL). Ademas, se incluyeron 4 individuos
familiares de personas infectadas por HTLV-1 (FL).

El analisis retrospectivo de los datos epidemioldgicos reveld que la mediana de la
edad fue de 37 anos (RIC 25-75: 29-51), siendo 43 (57.3%) de ellos mujeres y 32
(42.7%) hombres. En relacion a los antecedentes de riesgo para la infecciéon por
HTLV-1, 14 individuos eran nacidos en areas endémicas (8 en Peru, 2 en Paraguay, 1
en Brasil, 1 en Bolivia y 2 en Salta) y uno de ascendencia Japonesa. Un individuo
presentd antecedente materno de ATL. Ademas dos participantes reportaron historia
de transfusion. Considerando la presencia de otras infecciones, se registraron 18 casos
HIV-1 positivos, 5 casos de infeccion por T. pallidum y uno de infeccion por HTLV-2.

Entre los individuos estudiados, se incluyé una familia (familia 1) conformada
por el padre, sin antecedente de riesgo para la infeccion, quien fue diagnosticado en

un banco de sangre de Buenos Aires (BD18) y cuya esposa e hijo acudieron para
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deteccién de infeccién por HTLV-1 a nuestro laboratorio. La mujer era nacida en Peru
(FL1) y habia amamantado a su hijo varén (FL2) por un afio. Estos datos sugieren muy
probablemente transmisién horizontal y vertical, respectivamente. Se evidencio otro
caso (familia 2), de una pareja oriunda de la ciudad de Salta, en la cual la mujer
desarrolld una ATL (ATL3) y cuyo esposo fue derivado para diagnostico de infecciéon
(FL3). Ademas, se incluyeron dos hermanas (familia 3) nacidas en Pert, ambas con
HAM/TSP (Neu2 y Neu6) cuya madre era HTLV-1 positiva; y por ultimo, un
individuo masculino (FL4) nacido en Salvador de Bahia, Brasil, quien fue

diagnosticado por haber muerto su madre de una ATL (familia 4) (Figura 13).
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Figura 13. Pedigree de cuatro familias que poseen individuos
infectados por HTLV-1 incluidos en el estudio. Los circulos indican
individuos femeninos y los cuadrados masculinos. Se muestra la edad

de los mismos y el nombre asignado a la muestra.
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De las 75 muestras incluidas, se amplifico la region LTR de 73 de ellas, mientras
que dos (BD18 y BD25) resultaron negativas por n-PCR. Inicialmente, se analizaron
44 secuencias HTLV-1 junto con 75 referencias disponibles en el GeneBank, elegidas
por su proveniencia geografica (paises Sudamericanos con altas tasas de migracion a
Argentina) y las representativas de los subtipos y subgrupos conocidos, conformando
una matriz optimizada de 492pb. La matriz se analizd por NJ y ML, obteniendo en
ambos los resultados que a continuacion se detallan (s6lo se muestra el drbol de ML)
(Figura 14).

El analisis filogenético permitié detectar los subtipos a-d y dentro del subtipo a
(Cosmopolita) se distinguieron los 5 subgrupos A-E. Las 44 secuencias HTLV-1 se
incluyeron dentro del subtipo Cosmopolita (a) (ML, 61% bootstrap), siendo 42 de
ellas clasificadas como subgrupo Transcontinental (A). Dentro de este subgrupo, 24
secuencias agruparon en 2 clusters Latinoamericanos previamente descriptos: 20 en el
clado Latinoamericano Mayor (que también incluyé referencias de amerindios de
Argentina, Peru y Brasil) y 4 en el clado Latinoamericano Menor (con referencias de
nativos de Surinam, Guyana, Peru y Argentina). Ademds, se observd un grupo
denominado clado Sudafricano, que incluyd 3 secuencias pertenecientes a dos
individuos residentes de Buenos Aires sin antecedentes de riesgo (BD1 y BDS8) y a
una mujer trabajadora sexual (FSW1) nacida en Peru, y referencias de Sudafrica,
Guyana y Surinam. Se detectaron 3 secuencias (IDU1-3) pertenecientes a individuos
coinfectados HIV-1/HTLV-1 que agruparon mas cercanas entre si dentro de un clado

monofilético (clado 1 HIV-1 positivo), incluido en el grupo Latinoamericano Mayor y
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otras 6 secuencias también pertenecientes a individuos residentes de Buenos Aires
coinfectados, que se ubicaron por fuera del mismo (clado 2 HIV-1 positivo) (PW2,
MSM4, IDU4, Neu3, BD2, Neu5). Las 9 secuencias restantes se distribuyeron a lo
largo del arbol sin incluirse en algin clado particular.

Por fuera del subgrupo Transcontinental, dos secuencias (Neu2 y Neub),
provenientes de 2 mujeres peruanas con HAM/TSP, formaron un grupo
monofilético el cual a su vez incluyd a una referencia de Brasil (Br4) y otra de Peru
(B13), ambas provenientes de individuos descendientes de raza negra (20, 107). Dicho
clado (designado Clado divergente) se ubicé por fuera de todos los subgrupos de
HTLV-1 previamente descriptos (ML, 94% bootstrap) (Figura 14).

A partir de la matriz optimizada se calculo el porcentaje de similitud entre las
secuencias estudiadas y las referencias representativas de cada subtipo, siendo este
valor mayor respecto al subtipo Cosmopolita (a) (97,5%; IC 95%: 97,4-97,7), y
disminuyendo respecto al subtipo d (95,7%; IC 95%: 95,6-95,8), b (93,2%; IC 95%:
93.0-93.3) y ¢ (89.4%; IC 95%: 89.2-89.6), confirmando los datos obtenidos en la
topologia del arbol filogenético. Los valores obtenidos fueron significativamente

diferentes (p<0,05).

88



MELS ] HTLV-1c¢ Grupo externo)
_ pmom ] HTLV-1b
s

61

Figura 14. Arbol filogenético obtenido por ML a partir del analisis de 492pb de la
region LTR del HTLV-1. Se incluyeron 119 secuencias de referencia y 44 secuencias

estudiadas (letra oscura). El clado divergente se muestra en rojo. La referencia MELS5 fue

pyg19 J HTLV-1d *®=® Me2.Peru

Qu2.Peru
FCR
MASU
Me1,Peru
BRRP495
Neu1
BRRIFA
Qu1.Peru
Ars
98 , ARGSOT
MAQS ARGDOU
1  BRRIBE.OT
™ BD17
A
r
“‘Sﬂﬁ] Clado 1
Ut HIV-1 positivo
Qu3.R
ATL2
BI
BD14
Neu11 -
lva
8
=2
5 2
o 8 Q
g 28 &
o @ )
= 3,
(¢}
o
=]
S
HIV-1 positivo
43
H 89 Ko
il Sur230
Sur229
ERRJ13EQSBM3
Clado
Sudafricano
h Clado divergente
Subgrupo B

Suberuvo D
Subgrupo C

1] ope[D)

.

.

JoAewI OUBILIdROUT

Clado
Oriente
Medio

usada como grupo externo. Los nimeros indican el soporte de cada nodo.

89

(v)
[edtusuunuodsuel], odnidqng

(v) B3rjodowso) 1-ATLH



2.2. Comunidad Kolla

En una segunda etapa, se caracterizaron filogenéticamente 10 secuencias de la
regiéon LTR detectadas en los estudios epidemioldgicos en la comunidad Kolla. Se
obtuvo una matriz optimizada de 401pb en la que se incluyeron las 10 secuencias de
individuos Kollas de Jujuy, 81 referencias elegidas segiin el mismo criterio descripto
en la secciéon 2.2. y 15 de las secuencias de residentes de Buenos Aires previamente
analizadas (5 de ellas provenientes de individuos nacidos en Peru, Bolivia y Salta; y el
resto de individuos nacidos en Buenos Aires). Los datos se analizaron por tres
métodos diferentes, NJ, ML y analisis Bayesiano (BY), confirmando en todos ellos los
resultados que a continuacion se detallan (sélo se muestra arbol obtenido por BY).

El analisis filogenético permitio detectar los subtipos a-d y dentro del subtipo a
(Cosmopolita) se distinguieron los 5 subgrupos A-E. Las 10 secuencias HTLV-1 de
Jujuy se clasificaron como subtipo Cosmopolita (a) (p=0,82), subgrupo
Transcontinental (A) las que a su vez se ubicaron dentro del clado Latinoamericano
Mayor, conformado por referencias de origen amerindio de distintos paises
sudamericanos y en el cual se detectaron las 15 secuencias de Buenos Aires, resultado
consistente con el descripto en el punto 2.1.

Del total de secuencias de Jujuy, 8 (Jujuy20, Jujuy43, Jujuy68, Jujuy?3, Jujuy74,
Jujuy77-79Jujuy) se ubicaron mas cercanas entre si en un grupo monofilético
(subcluster 1) que incluyo dos referencias (Arl5 y Ar49) provenientes de nativos de la
region del Noroeste argentino (p=0.68). A su vez, 4 de ellas conformaron un

subcluster 2 con alto soporte estadistico (p=0.98) que incluyé las secuencias obtenidas
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de dos hermanas (Jujuy78 y Jujuy79). Se detectaron 2 secuencias (Jujuy37 y Jujuy47)
por fuera del subcluster 1 que se ubicaron cercanas a 5 referencias de Buenos Aires
(Neul, Neull, PW1, BD12 y FSW3) provenientes de individuos nacidos en Bolivia y
Salta; Brasil y Pert (provenientes de nativos Quechuas) (p=0.82). También se
confirm¢é la presencia del clado divergente hallado en el andlisis del punto 2.1
(Figura 15).

El porcentaje de similitud entre las secuencias estudiadas y las referencias
representativas de cada subtipo fue mayor respecto al subtipo Cosmopolita a
(96,96,5%; IC 95%: 96,4-97), y disminuyendo respecto al subtipo d (95,2%; IC
95%: 95-95,4), e (94,2%, IC 95% 94-94,4), £ (93,3%, IC 95% 93, 93,6%), b (93,2%;
IC 95%: 93.0-93.4) y ¢ (90.9%; IC 95%: 90.6-91.2), confirmando los datos
obtenidos en la topologia del arbol filogenético. Los valores obtenidos fueron

significativamente diferentes (p<0,05).
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2.3. Andlisis filogenético de las secuencias LTR provenientes de individuos
residentes de Buenos Aires y de originarios Kolla de Jujuy.

Se realiz6 un analisis final cuya matriz de datos incluyé las 54 secuencias
analizadas en los puntos 2.1 y 2.2, incorporando 29 secuencias provenientes de
residentes de Buenos Aires y completando un total de 83 secuencias LTR.

La matriz resultante de 491pb se analizo por NJ, ML y Parsimonia (P)
confirmando en los tres casos los resultados que a continuacion se detallan (solo se
muestra 4drbol de ML). Las 83 secuencias fueron clasificadas como subtipo
Cosmopolita (a), 81 de ellas subgrupo Transcontinental (A) y las dos restantes se
ubicaron por fuera de todos los subgrupos del HTLV-1 conocidos, confirmando
nuevamente la existencia del clado divergente (ML, 93% bootstrap). En relacion al
subgrupo Transcontinental, 28 secuencias de residentes de Buenos Aires y las 10 de
individuos Kollas se incluyeron en el clado Latinoamericano Mayor, y se confirmo la
presencia del subcluster 1 compuesto por las 8 secuencias Kollas que ademas incluyd
4 secuencias provenientes de individuos residentes de Buenos Aires (Neul2, BD23,
BD4 y BD27) las cuales no presentaron antecedente de nacimiento o residencia en
un drea endémica. Una de ellas (BD27), a su vez, se incluyd en el subcluster 2.

Dentro del clado Latinoamericano Mayor, se confirm¢6 la presencia del Clado 1

HIV-1 positivo (Figura 16).
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Por otro lado, 4 secuencias (BD32, FSW4, FSW5 y ATL1) agruparon dentro del
clado Latinoamericano Menor, 3 de ellas provenientes de individuos nacidos en
Buenos Aires y una en Salta; y otras 6 (FL1, FSW1, FL2, BD1, BD8 y BD21) en el
clado Sudafricano, 3 de ellas provenientes de residentes de Buenos Aires nacidos en
Peru y el resto en Buenos Aires; incluyendo ambos clados referencias provenientes de
amerindios descendientes de africanos (Guyana y Surinam) y de individuos
Sudafricanos.

Por fuera de todos los clusters anteriormente mencionados, se confirmé la
presencia del Clado 2 HIV-1 positivo, el cual incluyod 10 secuencias de residentes de
Buenos Aires, 8 de ellas provenientes de individuos coinfectados HIV-1/HTLV-1 (dos
de ellas UDIs). Las restantes 23 secuencias de residentes de Buenos Aires se ubicaron

dispersas a lo largo del arbol filogenético junto con referencias de Brasil y Peru

(Figura 17).
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Figura 17. Seccion amplificada de la figura 16, en la que se muestra

el Clado 2 HIV-1 positivo (naranja).
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Considerando las secuencias que pertenecieron a individuos emparentados
descriptos en la seccion 2.1, dos de ellos incluidos en la familia 1, la madre (FL1) y el
hijo (FL2), se ubicaron dentro del clado Sudafricano y las pertenecientes a la familia
2 (FL3 y ATL3) se ubicaron monofiléticas entre si pero no incluidas dentro de

ningun clado descripto (Figura 18).
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Figura 18. Secciéon amplificada de la figura 16. Se muestra al clado Sudafricano, en
el cual se incluyeron las secuencias provenientes de los individuos infectados de la
familia 1 (BD18*, FL1 y FL2) y por fuera del mismo los integrantes de la familia 2
(ATL3 y FL3). *BD18 result6 negativo para la amplificacion del LTR. A la derecha se
esquematiza el parentesco de las secuencias incluidas en el an4lisis.

En relacion a las dos secuencias (Neu2 y Neu6) pertenecientes a la familia 3, se
confirmaron los resultados obtenidos anteriormente (figuras 14 y 15) con las
inclusion de esas secuencias pertenecientes a dos hermanas peruanas con HAM/TSP,
en un cluster monofilético por fuera del subgrupo Transcontinental y de todos los

subgrupos conocidos. Un analisis mas profundo de dicho clado se detalla en la

siguiente seccion.
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2.4. CLADO DIVERGENTE: DESCRIPCION DE UN NUEVO SUBGRUPO

2.4.1. Origen filogenético del clado divergente

El analisis filogenético descripto en el punto 2.1 (figura 14) mostré que el
clado divergente se ubicé mas cercanamente relacionado a los subgrupos A y B,
respecto del resto de los subgrupos descriptos dentro del subtipo Cosmopolita del
HTLV-1. Sin embargo, el mismo no permitié resolver las relaciones de ancestralidad
entre ellos.
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Figura 19. Analisis del clado divergente. Arbol de ML ultra paramétrico obtenido
para la region LTR en donde se observa la presencia de las secuencias Neu2 y Neu6
agrupadas monofiléticamente dentro de un clado divergente respecto al resto de los

subgrupos (rectangulo rojo).
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Con el objetivo de dilucidar dicha relaciones, se comparé estadisticamente las
topologias obtenidas bajo la restriccién impuesta de que las secuencias divergentes
(Neu2 y Neub6 junto con las referencias BI3 y Br4) agruparan monofiléticamente con
referencias pertenecientes a los subgrupos A o B. En ambos casos se encontré un
drbol optimo en el cual las cuatro secuencias divergentes agruparon en un clado
monofilético ubicado por fuera del subgrupo A o B, respectivamente (Figuras 20 a,
b). El analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre ambas topologias y
entre éstas y el drbol original (Figura 19), obteniendo los valores p=0,238 y p=0,519

para las topologias de las figuras 20.a y b, respectivamente (test de Shimodaira-

Hassegahua).
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Figura 20. Arboles filogenéticos de la region LTR obtenidos por ML. a) incluys a
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bajo el supuesto “las secuencias divergentes pertenecen al subgrupo A”. b) idem pero
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2.4.2. Analisis de Similitud

El valor del indice de similitud (IS) fue menor para los integrantes de un
mismo subgrupo (intra-subgrupo), respecto a los obtenidos por comparacion entre los
integrantes de distintos subgrupos (inter-subgrupos). Se obtuvo un valor medio del IS
intra-subgrupo de 0,014 + 0,004 (IC 95% 0,010-0,019), mientras que el valor medio
de IS inter-subgrupo fue de 11,77 + 1,91 (IC 95% 6,68-16,65), evidenciando una
diferencia de casi tres logaritmos entre ambos parametros. En relacion al Clado
divergente, se obtuvieron valores de IS intra (0.013) e inter-subgrupo (11,7) del
mismo orden de magnitud que el obtenido para el resto de los subgrupos ya
descriptos del subtipo Cosmopolita (a) (Tabla 9). Considerando estas evidencias se
denomino al grupo divergente “Subgrupo F”, siguiendo la nomenclatura empleada

en la bibliografia.

Tabla 9. Analisis de Similitud de la secuencia del LTR del HTLV-1.

Subgrupos A B C D E F
IS Intra- Subgrupo = 0.015 0.013 0.021 0.010 0 0.013
IS Inter-Subgrupo  11.502  9.486 14.147 11.523 7.774 11.679
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3. ORIGEN ETNICO Y HTLV-1: PREDOMINIO DE HAPLOGRUPOS

AMERINDIOS

Se incluyeron un total de 82 muestras, considerando 9 provenientes de
pobladores originarios (Kollas) y 73 de individuos residentes de Buenos Aires. Se
excluyeron del analisis las muestras BD20 y Neu2 (residentes de Buenos Aires) y
Jujuy78 (individuo originario) por estar emparentadas matrilinealmente con otras
incluidas en el estudio y una muestra de un individuo originario (Jujuy49) que resulto

B-actina negativa.

3.1. Residentes de Buenos Aires

De un total de 73 muestras, se amplific la region control del ADNmt en 60
de ellas. El an4lisis de las mutaciones diagndsticas evidencio la presencia de 73,2% de
haplogrupos autdctonos de origen Americano (10% A2, 25%B2, 21,6%C1 y 16,6%
D1), y el resto (26,6%) de origen aldctono los cuales incluyeron 20% de origen

Euroasiatico Occidental, 5% Africano y 1,8% Asiatico Oriental (Figura 21).

5% Africano 1,6% Asiatico Oriental
20% (n=3) ~ (n=1)
Euroasiatico
QOccidental 10% A2
(n=12) (n=6)
25% B2
(n=15)

16,6% D1
(n=10

' 21,6% C1/
(n=13)

Figura 21. Frecuencia de haplogrupos autdctonos (naranjas)

y aloctonos (celestes) detectados en residentes de Buenos Aires.
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Tabla 10. Haplogrupos al6ctonos detectados en residentes

de Buenos Aires HTLV-1 positivos

Origen Haplogrupo
Euroasidtico Occidental H, Tla, Klall, Ulal, N1b
Africano Llc, L1b, LOa2
Asidtico Oriental MT7a

Considerando el andlisis filogenético del LTR, en el clado Sudafricano, las
secuencias de residentes de Buenos Aires incluidas pertenecieron a individuos con
haplogrupo amerindio B2 (FL1, FSW1, BD21) y uno con haplogrupo Euroasiatico H
(BD1). El clado Latinoamericano Menor, que incluyd secuencias provenientes de
nativos africanos, incluyd individuos con haplogrupos amerindios: A2 (BD32), Cl1
(FSW4) y D1 (FSW5, ATL1). Sin embargo, dentro del clado Latinoamericano Mayor,
el cual filogenéticamente agrupé secuencias LTR provenientes de amerindios incluyo
a las secuencias detectadas en los tres individuos residentes de Buenos Aires con
haplogrupo de origen africano: L10 (BD4), L1b (FL4) y L0a2 (BD28), una de ellas
(BD4) cercanamente emparentada con las secuencias de Jujuy, incluida en el

subcluster 1 (figura 16).

3.2. Individuos originarios

De un total de 9 muestras incluidas, se amplifico la region control del ADNmt
en 7 de ellas. El andlisis de las mutaciones diagndsticas evidencio la presencia
haplogrupos amerindios: A2 (14,3%), B2 (57,1%), D1 (14,3%) y D4h3a (14,3%), no

habiéndose detectado haplogrupos aldctonos.
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* VARIABILIDAD VIRAL

3. Presencia de mutaciones en el genoma proviral

4.1. Region promotora viral: secuencia LTR

Se analiz6 el numero de mutaciones puntuales para cada secuencia empleada
en el anilisis filogenético, las cuales se determinaron por comparacion con la
secuencia prototipo ATK-1. Al comparar las 73 secuencias de residentes de Buenos
Aires se detectaron 76 mutaciones. Considerando las secuencias divergentes Neu2 y
Neu6 (subgrupo F), se evidencio la presencia de 4 cambios exclusivos en ellas. Por
otro lado, mediante el mismo andlisis para las secuencias provenientes de Jujuy se
detectaron 14 cambios nucleotidicos en total (Tabla 11).

En este estudio ademas se incluyeron muestras que pertenecieron a individuos
relacionados. En los casos de hermanos (secuencias Neu2 y Neu6; Jujuy78 y Jujuy79)
y en el caso de la madre e hijo (FL1 y FL2) pertenecientes a la Familia 1 se evidencié
un 100% de identidad nucleotidica. Mientras que las secuencias LTR de los esposos
incluidos en la familia 2 (ATL3 y BD29) difirieron en 1 nucleotido entre ellas (ATL3,

A8661Q).
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Tabla 11. Mutaciones presentes en las secuencias LTR de residentes de Buenos
Aires e individuos originarios (N=83).

Frecuencia (n) Cambio nucleotidico respecto a la secuencia prototipo ATK-1

Residentes de Buenos Aires (n=73)
100% (73) A8367C*, InsA8429, G8446A*, A8509G*, A8510G

98,6% (72) G8231A
93,2% (68) G8616A
91,2% (67) C8606G
34,2% (25) A8403G
16,4% (12) T8313C, delT8574

12,3% (9) A8477G
11% (8) G8391A
T8488C, G8545A, C8665T
G8295A, C8420T, C8606A
4% (3) A8325G, G8441A
T8226C, A8237C, G8314A, delG8336, A8340G, G8393A, A8402G,

27% Q@) 11C8422, AS451G, ASAT3G
T8226C*, G8231T, G8248C, A8250T, G8295T, G8308A, G8314A%,
C8320G, G8351A, AS340G*, A8358G, C8364G, C8366G, A8402G,
gy eICB421, delGB423, TB433C, AB435G, GBAG3A, AB4TSC, ABHTST.

C8489G, A8565G, T8586C, G8596A, G8603A, T8605A, C8613T,
AB631G, C8658A, T8666C, C8668T, T8O70A, C8672A, G8674T,
C8675T, C8686T, A8701T

Comunidad Originaria (n=10)

A8367C*, A8403G, InsA8429*, G8446A*, A8509G*, T8546C,
C8606G, C8616A, delA8510

80% (8) T8488C
40% (4) C8489G
10% (1) G8653A, G8393A, G8391A

100% (10)

*Cambios respecto a ATK-1 presentes en todas las muestras ya sea de Buenos Aires o Jujuy.

“En rojo se indican los cambios respecto a ATK-1 sélo detectados en las secuencias divergentes.
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Dado que algunas de las muestras de residentes de Buenos Aires provenian de
individuos con HAM/TSP y ATL, se estudio el niumero de mutaciones estratificado
en individuos asintomdticos y aquellos que desarrollaron una de las enfermedades
asociadas a la infeccién.

En el caso de residentes de Buenos Aires asintomaticos, se detectd un
promedio de 12 + 2 mutaciones, y en individuos originarios un valor promedio 13 +

1 mutacion. Ambos valores fueron similares y significativamente mayores que el

detectado en los pacientes con HAM/TSP y ATL de Buenos Aires (p<0,05) (Figura

22).
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Figura 22. Numero de mutaciones nucleotidicas presentes en la
region LTR. Se estudiaron residentes de Buenos Aires sintomaticos
(HAM/TSP y ATL, n=20), asintomdticos (n=53) y originarios de Jujuy
(n=10). Las lineas horizontales indican el valor promedio. *valores
comparados entre HAM/TSP y ATL, y entre asintomaticos de Buenos

Aires y Jujuy p>0.05.
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4.1.1. Elemento de respuesta a Tax tipo 1: TRE-1

El analisis de las 83 secuencias LTR (73 de residentes de Buenos Aires y
10 de individuos originarios) evidencié la presencia de 6 patrones distintos de
mutacion en el TRE-1, tratandose en todos los casos de mutaciones puntuales
(transiciones) respecto a la secuencia prototipo ATK-1. Cuatro de ellos, fueron
mutaciones ubicadas en solo una de las tres repeticiones (3 en la repeticion distal
y 1 en la repeticion proximal) y 2 secuencias provenientes de residentes de
Buenos Aires presentaron mutaciones en dos repeticiones simultineamente
(distal/central y distal/proximal), designando las seis mutaciones con numeros
del 1 al 6.

La mayor variabilidad se observd en las muestras provenientes de
individuos residentes de Buenos Aires, donde se detectaron las seis variantes,
mientras que el analisis de las secuencias LTR de individuos de Jujuy, solo
evidenci6 la presencia de la variante numero 1, la cual se detectd en todas las
secuencias estudiadas de Jujuy (Tabla 11, Figura 23).

Considerando los dominios altamente conservados incluidos dentro de
cada repeticién, denominados A, B y C, se detectaron mutaciones en el dominio
A de las repeticiones distal y central (variantes 1, 5y 6), en el dominio C de la
repeticion distal (variante 2) y por fuera de estos dominios en el nucledtido 1 de
la repeticion distal (variante 3), en el 14 (variante 4) de la repeticién central y en
el nucleotido 16 (variante 6) de la repeticion proximal. Esta ultima, ubicada en

una zona rica en nucledtidos C/G, sitio reconocido por ser al cual Tax se une
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directamente al ADN. No se detectaron mutaciones en el dominio B de las

repeticiones, conocido por ser el sitio de union de factores de la familia

ATE/CREB. (Figura 23).
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Figura 23. Mutaciones presentes en el TRE-1 de la regién LTR. Se muestra el

esquema del promotor viral LTR y de las regiones U3, R y U5. En los cuadros de

colores se muestran las variantes detectadas (1-6) detectadas en las 83 secuencias

LTR analizadas. ATK-1 es la secuencia prototipo utilizada como referencia en el

andlisis. Los nucleotidos subrayados ilustran los dominios A, B y C ubicados

dentro de cada repeticion.
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4.1.2. Elemento de respuesta a Tax tipo 2: TRE-2

Se realizé el mismo analisis pero con la secuencia TRE-2 del LTR. Se observd
que todas las muestras analizadas difirieron respecto de la secuencia prototipo ATK-1,
detectandose 5 variantes distintas, 3 de ellas en las secuencias LTR provenientes de
residentes de Buenos Aires y 2 en individuos originarios. En el primer caso se tratd de
dos transiciones A/G (variante 7); una transicion A/G y una delecion de la posicién
23 del TRE-2 (variante 8); y una doble delecién de las posiciones 22 y 23 (variante 9).
En el segundo caso, se detectd una delecion de la posicion 10 y 22 y transicién A/G
en la posicion 23 (variante 10), y cuatro secuencias que ademas de estas mutaciones,

presentaron una transversion C/G en el nucledtido 1 (variante 11) (Figura 24).
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Figura 24. Mutaciones presentes en el TRE-2 de la regién LTR.
Se muestra el esquema del promotor viral LTR y de las regiones U3, R y US5.
En los cuadros de colores se muestran las variantes detectadas (7-11) en las 83

secuencias estudiadas.
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A continuacién se muestra una tabla con las secuencias que presentaron

mutaciones simultaneas en los dominios TRE-1 y TRE-2.

Tabla 12. Mutaciones en los motivos TRE-1 y TRE-2 en la misma secuencia LTR y

estado clinico de los individuos partir de los cuales se obtuvieron las secuencias.

Residentes de Buenos Aires (n=73)

Variante TRE-1 Variante TRE-2 Subgrupo N Estado clinico
Asintomaticos/ 19
1 8 A 25 HAM/TSP/5
ATL/1
2 8 A 4 Asintomatico
4 8 A 1 Asintomatico
5 8 A 1 Asintomatico
6 8 A 1 HAM/TSP
3* 7 F 2 HAM/TSP
Comunidad originaria (n=10)
1 10 A 4 Asintomatico
1 1 A 6 posible neuropatia (n=1)

Asintomatico (n=5)

*Secuencias divergentes
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4.2. Region codificante de la proteina transactivadora Tax: analisis de

mutaciones no sinénimas en dominios funcionales.

4.2.1. Residentes de Buenos Aires

Del total de 75 muestras incluidas, se amplificaron 67 por n-PCR. El analisis
de la secuencia nucleotidica evidencio la presencia de mutaciones puntuales en todas
las secuencias, obteniendo una variacién promedio de 6,2 + 1,5 en los portadores
asintomaticos y de 6,9 + 2 cambios nucleotidicos en los individuos que presentaron
HAM/TSP y ATL (p>0,05). No se detectaron polimorfismos especificos asociados a la
presencia de las patologias asociadas. El analisis in silico evidencié la presencia de los
cambios C7897T en el 97% de los secuencias, C7959T en el 90% vy los cambios
G8208A y A8344C en todas las secuencias, los cuales estidn descriptos asociados a un
patron de restriccion particular por RFLP denominado Tax A.

Se evalud la presencia de mutaciones no sinénimas en sus dominios
funcionales. Asi, se hall6 una mutacion en el aminoacido 39 (Arginina por Histidina,
R39H) en el dominio de localizacion nuclear (NLS), presente Unicamente en las
secuencias NeuZ2 y Neu6 divergentes.

Hacia la zona central de Tax se detectaron mutaciones en un motivo LZR (del
inglés Leucine Zipper region) correspondiendo a los cambios G118R, S132F, P136H,
[191K, A221V, P224A. Considerando el solapamiento observado en los dominios
funcionales de Tax, 5 de ellas (a excepcion de G118R) se ubicaron en los dominios de
dimerizacion y de activacion con el factor celular NF-kB y a su vez, la mutacion 1191K

se ubicé en la secuencia correspondiente a la sefial de exportacion nuclear (NES).
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Estas mutaciones se detectaron de manera similar en secuencias provenientes de
pacientes asintomaticos y HAM/TSP y ATL (p>0,05). No se detectaron mutaciones
aminoacidicas entre los aminodacidos 225-232.

Hacia el extremo C-terminal, se detectaron 5 mutaciones (F302I, F304N,
D330N, H331Y y E332K), las ultimas 3 ubicadas en el motivo de secrecién vy
presentes tanto en portadores asintomaticos y como en pacientes con HAM/TSP,

incluyéndose a las 5 en el dominio de activacion, conocido por unirse a varios

factores como Rb, P-TEFb y P/CAF entre otros (Figura 25).
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Figura 25. Mutaciones aminoacidicas en la proteina viral Tax. Se detallan los
dominios funcionales de la proteina viral, las mutaciones con sus respectivas

posiciones aminoacidicas y las secuencias que presentaron dichas mutaciones.
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4.2.2. Individuos originarios de Jujuy.

El analisis de la secuencia nucleotidica evidencié la presencia de mutaciones
puntuales en todas las secuencias, obteniendo una variacion promedio de 5,2 + 0,5
cambios nucleotidicos, valor similar al detectado en residentes de Buenos Aires
asintomaticos p>0,05.

Ademas se hallaron dos polimorfismos (T7914C y C7982T) presentes en las
todas las secuencias de Jujuy, y ausentes en las de residentes de Buenos Aires. En todas
las secuencias se detectd el alelo Tax A.

En relacion al impacto de estas mutaciones en la secuencia de la proteina Tax,
se hallaron solo dos cambios de aminoacidos presentes en las 10 secuencias de Jujuy:
A221V y F304N. El primero de ellos situado en la region central de la proteina en los
dominios de dimerizacion y de activacion del factor celular NFkB, y la segunda en el
extremo C-terminal, en una regién a la cual no se le ha asignado alguna funcién por el
momento, ambas mutaciones también detectadas en secuencias de Tax provenientes

de residentes de Buenos Aires.
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DISCUSION
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Esta tesis doctoral comprende por un lado, estudios epidemiolégicos de la
infeccion por HTLV-1 y su relacion étnico-geografica en poblaciones de Argentina y
por otro, estudios de filogenia y de variabilidad viral. Ademas, se estudié la presencia
de otras infecciones como la de HTLV-2, HIV-1 y Treponema pallidum.

Es asi, que inicialmente se estim6 la prevalencia y las caracteristicas
epidemiologicas de la infeccion por HTLV-1 en comunidades originarias que
incluyeron a Kollas de Jujuy (familia lingtiistica Aymara); Sagua-Huarpes de San Juan
(familia lingtiistica Huarpe); Wichis de Formosa y Chaco (familia lingtistica Mataco-
mataguayo) y Mbya-Guaranies de Misiones (familia lingtiistica Tupi-Guarani).

Como era esperado se detectd la presencia de infeccion por HTLV-1 en la
comunidad Kolla de la Puna Jujefa hallandose una cifra de prevalencia (9.8%) similar
a la reportada en 1999, para nativos de la misma region (51). Sin embargo, si bien no
hubo una diferencia significativa entre ambos estudios la prevalencia actual obtenida
fue 3.8 veces mayor, sugiriendo este dato un posible incremento de la tasa de
infeccion en esta comunidad a lo largo del tiempo. Estudios realizados en Sudamérica
en el mismo ano, han descripto seroprevalencias que van de 0.8% a 6.8% en
individuos originarios pertenecientes también a la familia lingtiistica Aymard, que
habitan el territorio andino de Peru, Bolivia y Chile confirmando estos datos un area
geogrifica de infeccion natural endémica para este retrovirus (13). En la mayoria de
estas poblaciones la infeccién ha sido descripta con mayor prevalencia en el sexo
femenino (27). En este estudio, se incluyeron un total de 93 mujeres y 19 hombres

con diferencia significativa en la composicion de la poblaciéon segun el género, sin
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embargo se observd una prevalencia similar para la infeccion por HTLV-1 en mujeres
(7%) y hombres (3%), respectivamente (p>0.05).

En cuanto a las enfermedades, aunque se han descripto focos de HAM/TSP y
ATL en nativos Kollas de la provincia de Jujuy (52, 53), esta vez, no se evidencid
ningun caso en la poblacién estudiada. Este hecho podria deberse a que el estudio
fue de corte transversal y haya incluido individuos asintomadticos con posibilidades de
desarrollar posteriormente una de las dos patologias, ya que ambas presentan
periodos de latencia muy prolongado con un minimo de 20 afos. Ahora bien, si
consideramos que la mediana de la edad de los individuos estudiados fue de 51 afos
y que el N poblacional incluido fue significativo, podriamos sustentar que el tipo de
estudio no constituyd una limitacién para dicha deteccion. Por el contrario, si lo es,
el hecho que la ATL es una leucemia de progresion rapidamente letal dentro de los
seis meses al afio, siendo frecuente su sub-diagnéstico, mas aun en este tipo de
poblaciones aisladas o de bajo nivel socio-econémico. Es por ello, que el unico
reporte sobre casos de ATL en Jujuy, es un estudio retrospectivo a partir de biopsias
(53). Por otro lado, el método de reclutamiento si pudo haber limitado a individuos
con sintomas en miembros inferiores asociados a la HAM/TSP para acudir al lugar
de obtencion de la muestra.

De todos modos, hubo un caso de una mujer HTLV-1 positiva de 49 anos de
edad con neuropatia en miembros inferiores que reportd como antecedente familiar

alteraciéon en la marcha de su padre, con alta sospecha de padecer HAM/TSP.
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En relacion a los antecedentes de riesgo de los individuos HTLV-1 positivos,
los datos epidemiologicos sugieren que la adquisicion de la infeccion fue muy
probablemente por via vertical, dado que todos fueron amamantados y que no
reportaron uso de drogas inyectables ni antecedentes previos de transfusion. En
relacion a este hecho, observamos que la mayoria de los casos fueron mujeres que ya
tenian un hijo o mas, a los cuales también amamantaron. De todos modos, la via de
transmision horizontal no puede ser descartada, dado que esta poblacion se
caracteriza principalmente por ser endogiamica, hecho que sustenta aun mas la
circulacion del virus en esta comunidad. Es relevante destacar que del total de
individuos Kollas estudiados la mayoria (94%) reportoé desconocer la existencia de la
infeccion, aun viviendo en un area descripta ya desde hace afnos como endémica (51).

En cuanto a la presencia de otras infecciones de transmisién sexual, se ha
detectado infeccion confirmada por T. pallidum en ésta y el resto de las comunidades
estudiadas, observandose cifras de prevalencia significativamente diferentes entre los
Wichis de Chaco (0,6%) y el resto de las comunidades (8,4% en Mbya-Guarai, 10%
en Kollas, 1,3% en Huarpes y 7,9% en Wichis de Formosa). Este resultado difiere de
los obtenidos en dos estudios previos realizados en la década del 90 en comunidades
originarias de Argentina. Uno de ellos, incluyendo los grupos étnicos Kolla, Wichi y
Mapuche, donde no se detectd infeccion por T. pallidum (108) y el otro realizado en
Wichis y Tobas de la Region Chaquefa con un solo caso detectado (109). Esto datos
indicarian un cambio en la dindmica de esta infeccién en estos grupos en los ultimos

anos. En relacion al HTLV-2, se detectd un caso en la comunidad Wichi del Chaco
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con una prevalencia de 0,6%; resultado predecible ya que la region Chaquena es
endémica para este retrovirus reportandose prevalencias que varian de 4% a 30%
segun la comunidad y area estudiada (109). Estos resultados de infeccion por HTLV-1
y 2 corroboran la existencia de un cluster étnico-geografico de infeccion naturalmente
endémica para ambos retrovirus; que no fueron evidenciados en originarios de San
Juan y Misiones (13, 51). Considerando la infeccién por HIV-1, similar a estudios
previos, no se detectd en ninguna de las comunidades estudiadas; muy
probablemente debido a que aun permanecen culturalmente aisladas y en su mayoria
sin haber adquirido conductas y/o factores de riesgo para esta infeccion.

De todos modos, en cuanto a las caracteristicas de estas comunidades, la
comunidad Mbya-Guarani se encuentra a tan sélo 5 km de Puerto Iguazt. Esta
cercania a una ciudad importante junto con las necesidades econémicas que padecen
sus integrantes, propiciaron la exposicién de los miembros de esta comunidad a
conductas de riesgo, como el uso de drogas. Esta situacion se reflejé con el caso de un
nativo que reporto ser usuario de drogas inyectables.

Por el contrario, si bien la comunidad Kolla de Jujuy se erige en una de las
zonas turisticas por excelencia como es la Quebrada de Humahuaca, ellos conservan
muy arraigadamente sus costumbres, conviviendo con el turismo al cual le ofrecen sus
productos (ritos, comidas, vestimentas, etc) y persisten menos influenciables por las
costumbres urbanas, manteniendo y defendiendo su patrimonio cultural. Por otro
lado, si bien las condiciones de la comunidades Wichis de Laguna Yema (Formosa) y

“Wichi” (El impenetrable, Chaco), también son de extrema pobreza, su ubicacion
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geogrifica hace muy dificil el acceso a la misma, y por consiguiente la influencia de la
ciudad sobre la comunidad se ve restringida. Finalmente, la comunidad Sagua-
Huarpe, si bien se encuentra préxima a la capital sanjuanina mimetizdindose con
costumbres urbanas como la vestimenta y el lenguaje, sigue conservando su propia
organizacion social, incluyendo la presencia de caciques, con un minimo contacto
con la ciudad, acudiendo a la misma en determinadas ocasiones.

En conclusion, en base a todas estas observaciones, se desprende la necesidad
de implementar estrategias de prevencion y educacion adaptadas a cada una de estas

comunidades segun sus pautas socio-culturales.

Para realizar la caracterizacion filogenética se analizaron las muestras HTLV-1
detectadas en la comunidad Kolla y en individuos residentes en Buenos Aires cuyas
muestras se obtuvieron en el ultimo caso, en estudios previos (58-61). El analisis
evidencié la presencia del subtipo Cosmopolita (a) /subgrupo Transcontinental (A)
en ambas poblaciones, corroborando datos que lo describian como mayoritario en
Sudamérica incluyendo el Noroeste argentino (62). Dentro de este subgrupo, todas
las secuencias de Jujuy y 20 de Buenos Aires agruparon junto con referencias de
amerindios de Argentina, Brasil y Peri en el Clado Latinoamericano Mayor
demostrando una circulacion de cepas virales regionales, las cuales muy
probablemente se hayan introducido en la poblacién general de Buenos Aires a partir
del contacto con individuos provenientes de dreas endémicas, sea del Noroeste
argentino u otro paises sudamericanos. Con respecto a las secuencias de los Kollas, la

mayoria se ubicd monofiléticamente en un clado que llamamos subcluster 1 y que
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ademis incluyo 4 secuencias (BD27, BD4, BD23 y Neul2) provenientes de residentes
de Buenos Aires sin antecedentes de haber nacido o residido en un area endémica;
dato que confirmaria la introduccion de variantes virales del Noroeste argentino en
esta ciudad. A excepcion, dos secuencias de Jujuy (Jujuy37 y Jujuy47) se ubicaron mas
distantes del resto de las de Jujuy, pero proximas a secuencias de individuos de
Buenos Aires nacidos en areas endémicas como Bolivia, Peru y el Norte argentino.

Dentro de este clado Latinoamericano se observaron también 3 secuencias
provenientes de individuos HIV-1 positivos con antecedente de ser UDIs (IDUI,
IDU2, IDU3), y similar a lo que ocurrié con el HTLV-2, se estaria evidenciando una
introduccion de la infeccion entre usuarios de drogas a partir de grupos originarios
con infeccion natural por HTLV-1 (110). En oposicion, un grupo de secuencias
también provenientes de individuos HIV-1 con diferentes conductas de riesgo (PW2,
MSM4, IDU4, Neu3, BD2, Neu5), agruparon juntas por fuera del Clado
Latinoamericano Mayor, evidenciando un origen comun del retrovirus.

Es asi, que tenemos que tener en cuenta que en algunos grupos en riesgo, la
infeccién podria expandirse mas rapidamente que en poblaciones con infeccion
natural impactando con el tiempo en la epidemiologia de la infeccion en la ciudad de
Buenos Aires. Estos datos plantean la necesidad de monitorear la infeccion en grupos
especificos para evitar una mayor diseminacion de la misma.

En oposicion, 23 de las secuencias provenientes de residentes de Buenos Aires
se ubicaron dispersas sin agrupar en un clado particular, dentro del subgrupo

Transcontinental (A) con referencias de mestizos y caucasicos de Brasil y Pertu. Una
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de las secuencias pertenecié a una mujer con ATL que acudio a nuestro centro para
diagnostico y luego fue estudiado su esposo, a quien se le detecté6 HTLV-1, ambos
nacidos en el drea endémica de Salta. Era de esperar que estas secuencias virales
agrupen en el clado Latinoamericano junto a otras provenientes de amerindios.

Por otro lado, se detectaron solo 4 secuencias cercanamente emparentadas con
referencias provenientes de descendientes africanos de Guyana y Surinam que se
incluyeron en el previamente descripto clado Latinoamericano Menor, sugiriendo un
origen comun entre ellos y la circulacion de secuencias provenientes de paises
africanos. Este dato se corrobora con la deteccion de otras 6 secuencias
pertenecientes a cinco individuos sin antecedentes de riesgo (BD1, BD21 y BD8) y a
tres individuos con antecedentes de riesgo, los cuales incluyeron a una mujer
trabajadora sexual (FSW1) nacida en Peru, a una mujer Peruana y a su hijo (quien fue
amamantado) (FL1 yFL2), que agruparon con referencias de Sudafrica, Guyana y
Surinam en un clado diferente al Latinoamericano Mayor y Menor, denominado
Sudafricano, confirmando la introduccion de cepas de origen africano.

Otros subgrupos han sido reportados en menor nuimero en Sudamérica,
detectindose en Peru y Brasil al subgrupo Japonés B en comunidades de origen
japonés o el Black Peruvian E en individuos Peruanos de origen negro (18, 20). Sin
embargo, a pesar de que en este estudio se han incluido individuos provenientes de
Pert y un individuo descendiente de japoneses, no se ha detectado ninguno de los

subgrupos mencionados circulando en estas poblaciones, a diferencia de un estudio
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realizado en nuestro pais que describe la presencia del subgrupo Japonés B en un
individuo de Cérdoba y en dos descendientes de nativos de Jujuy (62).

Para finalizar, fue interesante el hecho de detectar 2 secuencias provenientes
de mujeres de origen peruano residentes en Buenos Aires (Neu2 y Neu6) que
agruparon en un clado divergente junto con dos referencias de Peru y Brasil,
previamente clasificadas como subgrupo B pero sin soporte estadistico significativo y
que se ubicaban separadas respectos de todos los subgrupos descriptos. En este
estudio, el analisis filogenético y de similitud de secuencia aportaron evidencias para
clasificar a dichas secuencias en un nuevo subgrupo que se denominé F, resultado
confirmado ademas por cuatro métodos de inferencia filogenética distintos (ML, P,
NJ y B). Estos resultados fueron concluyentes permitiendo una nueva actualizacién
en cuanto a la caracterizacion de la epidemiologia molecular de la infeccion por
HTLV-1.

Considerando los antecedentes de riesgo, el analisis epidemiologico de los
mismos mostré que en el grupo de Buenos Aires se presentaron todas las conductas
de riesgo asociadas a la via de transmision del retrovirus, incluyendo la via parenteral,
a diferencia de lo detectado en la comunidad Kolla de Jujuy, en donde se evidencid
transmision  vertical y horizontal. Estos datos concuerdan con estudios
epidemiologicos previamente realizados en distintas poblaciones de riesgo de Buenos
Aires en los que se han detectado prevalencias de infeccién por HTLV-1 cercanas al
5% en UDIs (57). Esta situacion deberia ser considerada en el contexto de una

ciudad que posee un alto indice de UDIs, en donde si bien la infeccion no ha sido
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considerada endémica por el momento, coexisten factores que podrian influir en un
cambio en la epidemiologia de infeccion en el tiempo. Mds aun, si se tiene en cuenta
que la via parenteral estd asociada como uno de los factores implicados en el
desarrollo de HAM/TSP, deberiamos plantear la necesidad de implementar medidas
de Salud Publica que permitan brindar un monitoreo y asesoramiento adecuado a los
individuos HTLV-1 positivos.

Ademss, si bien Buenos Aires presenta cifras muy bajas de prevalencias para la
infeccion por HTLV-1 (111), esta ciudad ha sido a elegida en los ultimos afios para
residir por individuos provenientes de areas endémicas (como Peru, Brasil, Chile,
Bolivia, Japon e inclusive paises de Africa) y es visitada por un gran numero de
turistas de todo el mundo. Esta situacion crea un escenario en el cual la introduccion
de nuevas variantes retrovirales es posible. Vemos entonces, como los resultados
moleculares confirman lo evidenciado por las caracteristicas socioculturales, con un
mayor grado de diversidad molecular de las secuencias HTLV-1 de muestras de
Buenos Aires ubicadas a lo largo de todo el 4rbol filogenético en comparacién con las
secuencias evolutivamente mds cercanas entre si provenientes de originarios Kollas de
Jujuy, coincidente con una poblacién aun aislada o con menor apertura a conductas

y hdbitos de la comunidad urbana.
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En relacion al origen, las migraciones humanas y la introduccion de los
primeros pobladores en el continente americano, la baja variabilidad genémica del
HTLV-1 y su modo de transmisién vertical le permitieron ser utilizado como un
marcador antropolodgico de poblaciones infectadas mediante estudios de filogenia,
demostrando la relacién entre genotipos y su procedencia geografica (33). Es asi que
se postula que migraciones independientes ocurridas en una etapa pre y pos-
colombina contribuyeron a la introduccion y diseminacién de la infeccion en nuestro
continente, la cual actualmente se detecta en los 13 paises de Sudamérica con focos
endémicos en poblaciones amerindias y en aquellas que poseen un importante
componente genético africano (12, 20). En este estudio se confirmé la restriccion
étnico/geografica de la infeccién natural, la cual sustenta la hipotesis de introduccion
pre-colombina de la infeccidon. Por otro lado, el hallazgo de secuencias de residentes
de Buenos Aires cercanamente emparentadas con referencias sudafricanas,
provenientes de amerindios descendientes de africanos y el hallazgo de una secuencia
proveniente de un individuo descendiente de japoneses, aportan resultados

concluyentes que sustentan la introduccion pos-colombina de la infeccién.
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También, se realizd en este trabajo el andlisis del ADN mitocondrial, que con
su herencia estrictamente materna y baja variabilidad, permite detectar la presencia
de mutaciones diagnosticas que lo clasifican en haplogrupos asociados a grupos
étnicos definidos. Este permite estudiar el componente étnico de las poblaciones
humanas y trazar rutas migratorias considerando la ancestralidad de las mismas.

Asi, al analizar el ADNm de los individuos HTLV-1 positivos, se evidencié la
presencia de un componente autdctono predominante, detectandose haplogrupos
panamericanos (A2, B2, C1, D4h3a) de origen asidtico en todos los Kollas y en el
73% de los residentes de Buenos Aires. En el 27% restante se identificaron
haplogrupos aloctonos con 20% de origen Euroasidtico Occidental (H, ], T, U, N1b),
5% de origen Africano (LO y L1) y un 2% de origen Asidtico Oriental (M7a). Este
hecho, concuerda con los datos disponibles segun el INDEC (1947-2001) (112),
donde se observa que el aporte europeo disminuye marcadamente desde mediados
del siglo XX y es reemplazado por la migracién interna, de los paises limitrofes y de
Peru, de elevada composicion amerindia, los cuales ademas presentan focos
endémicos de infeccion por HTLV-1 (12).

Al evaluar los resultados filogenéticos en relacion al haplogrupo se observo
que algunas secuencias que agruparon en el clado Latinoamericano Mayor con
referencias de amerindios provenian de individuos con haplogrupos Euroasidticos y
Africanos. Las cepas clasificadas filogenéticamente como de origen africano
pertenecieron a individuos con haplogrupo B2 amerindio, mientras que una

secuencia de Buenos Aires que agrupo junto a las de Jujuy provenia de un donante
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con haplogrupo de origen africano. Estos datos sugieren el contacto entre estas
poblaciones y sustenta la hipétesis de introduccién de la infeccion con la llegada de
esclavos africanos en la época pos-colombina. Este resultado concuerda con los
reportados en otros paises de Sudamérica, como Pert y Guyana Francesa. En este
ultimo caso, se ha demostrado la adquisicion de la infeccion por HTLV-1 en
amerindios de ese pais a través del contacto con Creoles, grupo étnico descendiente
de europeos y africanos (16, 20).

Con respecto a las secuencias divergentes Neu2 y Neu6 clasificadas en el
nuevo subgrupo F, pertenecientes a mujeres de origen peruano, presentaron un
haplogrupo panamericano B2, siendo evidente una ancestralidad de origen
amerindia por la via materna, congruente con el foco de endemia natural para
HTLV-1 en ese pais. Es llamativo el hallazgo de otro subgrupo en individuos
peruanos, en quienes también se describio el ultimo subgrupo conocido como Negro
Peruano denominado E, que provenia de individuos peruanos con haplogrupo
africano. Estos datos demuestran la importancia de las corrientes migratorias
humanas en la diseminacién de la infecciéon y en la dindmica de introducciéon de
nuevas variantes en un drea geografica determinada (11, 20).

Es asi, que se postula que migraciones independientes ocurridas en una etapa
pre y pos-colombina contribuyeron a la introduccién y diseminacion de la infeccién
en nuestro continente, la cual actualmente se detecta en los 13 paises de Sudamérica
con focos endémicos en poblaciones amerindias y en aquellas que poseen un

importante componente genético africano. En este estudio se confirm¢ la restriccion
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étnico/geografica de la infeccion natural, la cual sustenta la hipotesis de introducciéon
pre-colombina de la infeccion. Y los estudios filogenéticos arriba mencionados,
permitieron el hallazgo de secuencias de residentes de Buenos Aires cercanamente
emparentadas con referencias sudafricanas que aportan resultados concluyentes en
relacion a la introduccion pos-colombina de la infeccién.

Para concluir, estos resultados muestran que debemos considerar ambas
herramientas utiles y complementarias para comprender la importancia de las
corrientes migratorias humanas en la diseminacion de la infeccion y en la dindmica

de introduccion de nuevas variantes en un drea geografica determinada.

Como ultimo objetivo de esta tesis, se procedio al analisis de variabilidad en
relacion a la patogénesis de la infeccion, presente en cepas virales detectadas en dos
dreas geogrificas de nuestro pais. Como hemos descripto, el HTLV-1 presenta una
baja capacidad de mutar, mucho menor que la reportada para el HIV-1, caracteristica
principalmente debida a su mecanismo de expansion clonal, el cual le permite
replicar el genoma prescindiendo del uso de la enzima viral TR.

Por otro lado, en la replicacion y transcripcion viral es clave el sistema
LTR/Tax. La region promotora LTR responde a la transactivaciéon mediada por la
proteina Tax, la cual interactia de manera directa uniéndose al ADN o
indirectamente uniéndose a factores de transcripcion celulares, en elementos

regulatorios de respuesta a Tax denominados colectivamente TRE-1 y TRE-2 (80).
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Asi, en este trabajo se analizo el grado de variabilidad presente en la regiéon
LTR y Tax de cepas provenientes de un area endémica de infeccion natural (Jujuy) y
de una zona no endémica (Buenos Aires).

La variabilidad de la region LTR fue estimada como el niumero promedio de
mutaciones presentes en 500pb, obteniéndose un valor similar en ambas regiones
geogrificas para individuos asintomaticos pero significativamente mayor entre éstos y
los casos de HAM/TSP y ATL. A su vez, el estudio de las secuencias TREs evidencio
la presencia de un tnico patrén de mutacién en todas las secuencias obtenidas de
individuos originarios de Jujuy, en contraposicion a los seis patrones que se
observaron en las secuencias de Buenos Aires, entre los cuales se incluyo al detectado
en Jujuy.

En relacién a Tax, el analisis de la secuencia codificante de la proteina
evidencié la presencia de 2 mutaciones puntuales (T7914C y C7982T), presentes en
las 10 secuencias de Jujuy, las cuales representan marcas distintivas (del inglés
“molecular signatures”) de las secuencias del noroeste estudiadas, dado que no se
observaron en las secuencias de Buenos Aires.

El andlisis de esta secuencia también involucrd el estudio de dos
polimorfismos asociados a la presencia de HAM/TSP, hecho reportado en Japén. El
primero se tratd de una mutacién puntual en la posicion 7959 del genoma retroviral
(con cambio de Alanina por Valina) y el segundo, de un patrén de restriccion
denominado alelo Tax A, detectado con mayor incidencia entre pacientes

neuroldgicos (94, 96). Sin embargo, estudios posteriores sugirieron que ambos
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polimorfismos estarian asociados al genotipo molecular
Cosmopolita/Transcontinental (aA) y no a la presencia de patologia (97, 107). En el
presente estudio, el analisis de la secuencia Tax revelo la presencia del alelo Tax A en
todas las secuencias de Jujuy pero no en todas las de Buenos Aires como es el caso de
la perteneciente a un paciente con ATL (ATL2) y a 4 portadores asintomaticos (BD5,
IDU4, BD19 y BD31). De todos modos, todas las secuencias fueron clasificadas en el
mismo subgrupo Transcontinental sustentando la relacion entre la presencia de
mutaciones especificas y el d4rea geografica de procedencia de la infeccidn,

independientemente del estado clinico.

Estos datos en conjunto reflejan, por un lado, la existencia de un d4rea
endémica de infeccion por HTLV-1 en el noroeste de nuestro pais, con micro
circulacion geografica de cepas altamente emparentadas entre si y una mayor
variabilidad en Buenos Aires, no asociada a las caracteristicas virales de replicacion,
sino a la introduccion de cepas que difieren entre si. Asi, el pool génico viral
existente en esta area no endémica seria la consecuencia de las oleadas migratorias de

personas infectadas provenientes de distintas dreas endémicas para la infeccion.
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En relacién al componente viral asociado a la patogénesis de la infeccion,
numerosos estudios se han enfocado en la caracterizacion de una cepa de HTLV-1
neuropatogénica o leucemogénica, sin resultados concluyentes al presente, siendo
una limitacién importante la cantidad de pacientes con HAM/TSP o ATL incluidos.

Sin embargo, son numerosos los estudios en los que se evalua in wvitro la
importancia del sistema LTR/Tax en relacion al impacto que tendrian mutaciones en
elementos claves de la replicacion viral en el desarrollo de las patologias asociadas.

Asi, el estudio in vitro de secuencias generadas por mutagénesis dirigida de la
region LTR, permitieron caracterizar la importancia de los TREs en la activaciéon de
la transcripcion basal del HTLV-1. Se ha concluido que dentro de cada TRE, el
dominio B es el que se encuentra mas conservado, requiriéndose la presencia de los
dominios A y B 6 B y C para que el TRE en cuestion sea funcional (81). Estos
resultados fueron corroborados por este trabajo, que no detecté mutaciones en el
dominio B del TRE-1 de ninguno de los 83 genotipos estudiados, pero si en los
dominios Ay C.

Si consideramos que estos ultimos dominios son los implicados en la
interaccion con factores de transcripcién celular claves en la activacion del LTR,
podriamos pensar que estas mutaciones tengan posibles implicancias funcionales.

En este trabajo, las mutaciones detectadas fueron transiciones, sugiriendo quizis
cierta presion de seleccién en esta zona de interaccion proteina-DNA. Ademas, el
hecho de que solo se halla detectado un patron de mutacion que involucra a la

repeticion proximal, avala la hipodtesis de la funcionalidad no equivalente de los
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TREs, siendo éste el mas conservado como ha sido descripto (80, 81, 113). Ademas,
esta diferencia funcional atribuida a los TREs se ve reflejada en la union diferencial
de distintos factores de transcripcion, por lo que dependiendo del sitio de las
mutaciones (sea en la repeticion distal, central o proximal del TRE-1) afectaria
distintas vias de sefalizacién. Se ha descripto mediante ensayos in vitro de cambio de
la movilidad electroforética (EMSA), que en los dominios A y C del promotor
proximal existen sitios de unién a la familia de factores Spl. Por otro lado, el
dominio B posee sitios de union a factores de transcripcion de la familia ATF/CREB,
habiéndose demostrado una unién competitiva de Spl y ATE/CREB por los
dominios del TRE-1 (114). Entonces, mutaciones que disminuyan la afinidad de
ATEF/CREB, aumentarian la probabilidad de union de factores de transcripcion de la
familia SP1 y viceversa.

En los patrones de mutacion obtenidos en residentes de Buenos Aires, no se
evidenciaron mutaciones en el dominio B ni C, mientras que si se detecté un caso en
particular de una mujer con HAM/TSP (Neu?7), cuya secuencia LTR presenté un
patron de doble mutacion que involucrd el dominio A de la repeticion distal y en
una base adyacente al dominio C de la repeticién proximal, con una posible
implicancia de ésta ultima en la accidn directa mediada por Tax.

En relacién al elemento de respuesta a Tax tipo 2 (TRE-2), se dudaba si
realmente podia influir en la transcripciéon del LTR por si solo, dado que esta
constituido por una sola repeticion. Estudios en los que se realizaron deleciones en

la region del LTR, demostraron que la presencia de una sola de las secuencias
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promotoras del TRE-1, en particular la del promotor proximal, seria suficiente para
actuar en un nivel basal de transcripcion (81, 114). Estos hallazgos sustentarian
entonces que TRE-2Z aunque sea wuna sola repeticion pueda actuar
independientemente de los TRE-1. Recientemente, se observd que tanto el HTLV-3
como el HTLV-4, carecen de la repeticién distal del TRE-1, y ya es conocido que en el
HTLV-1 la delecion de la repeticién central es més critica que la distal en lo que a la
transcripcién basal respecta (113).

En nuestras secuencias se determino la existencia de tres patrones de mutacion
en el TRE-2, en comparacién con los siete observados en el TRE-1, sugiriendo ser un
elemento mas conservado.

En relacion al andlisis in silicio de la secuencia de la proteina Tax evidencié una
menor variabilidad en las cepas provenientes del Noroeste, hecho evidenciado por la
presencia de sélo dos mutaciones aminoacidicas que no afectaron algin dominio
funcional conocido, en comparacion con 12 cambios aminoacidicos en las secuencias
de Buenos Aires tanto de individuos asintomaticos como con HAM/TSP y ATL.
Estas se presentaron con distintas frecuencias, ubicindose 10 de ellas en dominios
proteicos implicados en las funciones transactivadoras de la proteina Tax sobre el
LTR, entre otros. Entonces, si bien no se ha detectado por el momento una
asociacion entre las mutaciones ya descriptas y la HAM/TSP o ATL; la
caracterizacion de variantes virales que presenten cambios que involucren elementos
claves de la replicacion viral deberian continuar en estudio, considerando estudios a

futuro que incluyan un mayor nimero de muestras pertenecientes a pacientes con
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ambas patologias, la edad en relacion a la presentacion de la enfermedad, y ensayos in
vitro que evalten el impacto de las mismas en el nivel de transcripcion y expresion

viral.
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CONCLUSIONES
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- En el presente trabajo de tesis se confirmé una alta prevalencia de la infeccion
natural por HTLV-1 en la comunidad Kolla de Jujuy, dato que sustenta nuevamente
la existencia de un 4rea endémica en el Noroeste argentino con la restriccion

étnico/geografica ya descripta en Sudamérica.

* La infeccion por HTLV-2 fue detectada en un individuo Wichi de Formosa

mientras que no se observé en las otras comunidades estudiadas.

* Si bien, la infeccion por HIV-1 no fue detectada, se demostro la presencia de
infeccion por T. pallidum en los cinco grupos originarios, hallindose dos casos de
coinfeccién con HTLV-1 y sugiriendo que la via sexual es una forma de diseminacion

de infecciones en estas poblaciones.

* El andlisis filogenético determiné que las secuencias HTLV-1 estudiadas, tanto
de Jujuy como de Buenos Aires, eran subtipo Cosmopolita perteneciendo la mayoria

al subgrupo Transcontinental (aA).

* Se observo que 28 (34%) secuencias de Buenos Aires agruparon junto con las
de Jujuy en el clado Latinoamericano Mayor con secuencias LTR de referencia

provenientes de Amerindios (p=0.82), demostrando su cercania evolutiva.

#+ Dentro del clado Latinoamericano Mayor se observo un subcluster 1 que agrupé
8 secuencias Kollas con 4 de Buenos Aires que no presentaron antecedente de
nacimiento o residencia en drea endémica sugiriendo la introduccion de la infeccion
en un area no endémica a partir del Noroeste.
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#+  Se observo un clado integrado por 3 secuencias de individuos coinfectados por
HIV-1, todos usuarios de drogas inyectables, que agruparon dentro del clado
Latinoamericano mayor con referencias de amerindios, sugiriendo la introduccion
del HTLV-1 proveniente de areas del Noroeste o paises limitrofes endémicos para la

infeccion en este grupo de riesgo.

+ Cuatro secuencias de Buenos Aires (3 nacidos en Buenos Aires y 1 en Salta)
agruparon en el clado Latinoamericano Menor junto a referencias de origen africano,
mientras que 5 secuencias de Buenos Aires se incluyeron en el clado sudafricano (3
de ellos nacidos en Peru y dos en Buenos Aires); datos que sugieren la introduccion

de cepas sudafricanas en esta ciudad.

* Se identificé un nuevo subgrupo del subtipo Cosmopolita denominado F a
partir de muestras provenientes de residentes de Buenos Aires de origen peruano
(Neu2 y Neu6) que agruparon monofiléticamente con referencias de Brasil y Peru

sugiriendo la introduccion de nuevas variantes retrovirales en nuestro pais.

* Al estudiar el origen étnico de los Kollas HTLV-1 positivos, se evidencio la

presencia de tres de los cuatro haplogrupos panamericanos (A2, B2, C1).

* En los individuos HTLV-1 positivos de Buenos Aires se evidencié la presencia
de un componente autdctono predominante, detectandose 73% de haplogrupos

amerindios (A2, B2, C1 y D1) y en menor frecuencia haplogrupos aléctonos con un
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20% de origen Euroasiatico Occidental (H, ], T, U, N1b), 5% de origen Africano (LO
y L1) y un 2% de origen Asidtico Oriental (M7a). Estos resultados sugieren la
influencia de las oleadas migratorias en la epidemiologia de la infecciéon y un aporte
pos-colombino de secuencias retrovirales al pool génico viral preexistente en nuestro

pais.

* El promedio de mutaciones en la region LTR fue similar para las secuencias
provenientes de portadores asintomaticos de Jujuy y de Buenos Aires. Sin embargo,

este parametro fue significativamente mayor cuando se comparé con las secuencias

provenientes de individuos con HAM/TSP o ATL.

* Al analizar la region promotora viral LTR de 73 muestras HTLV-1 positivas de
Buenos Aires, se detectaron seis variantes con uno o dos cambios nucleotidicos en el
dominio A y/o C de la repeticion proximal y/o distal del TRE-1 que podrian tener

efecto sobre la transactivacion viral mediada por Tax.

+ Se observd una tnica mutacion (G/A) en el nucledtido 2 del dominio A de la
repeticiéon distal de la region TRE-1 en todas las secuencias de Jujuy, evidenciando

una mayor homogeneidad de la poblacion viral.

* Las secuencias divergentes Neu2 y Neu6 presentaron la mutacion (G/A) en el
nucledtido 1 del dominio A de la repeticiéon distal del TRE-1 detectadas también en

la referencias del subgrupo F y no observada en ninguna de las otras secuencias.
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- El analisis in silico de la secuencia codificante de la proteina Tax confirmé los
datos del LTR, obteniéndose en las secuencias de Jujuy una menor variabilidad

nucleotidica expresada en menores cambios aminoacidicos.

* No se evidencio asociacién entre alguna mutacion particular y la presencia de

HAM/TSP o ATL.
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