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Seccion: Articulos originales

| nmunogenicidad diferencial de dominios delas glicoproteinasdela
envolturadel HTLV-I

Felipe Garcia Vallgjo, Ph.D.!, Norman Balcazar Morales, M.Sc.?

RESUMEN

Medianteinmunobl ot seevaludlareactividad delasglicoproteinasen diferentesregionesdela
envolturaviral deanticuerpospresentesen el suerodeindividuosseropositivosparaHTLV-I
proveni entesdel municipiode Tumaco. Sedeter mindquelaporcion carboxilo-terminal delagp-
46 eslaméasinmunodomi nante (aminoacidos166-308), puespresentdcifrasvariablesdereactividad
de80%a 100%. Estaregion podriaser unacandidatapotencial paradesarrollar unavacunacon
espectroamplioanivel mundial. Ademas, laregion comprendidaentrelosaminoacidos 166-201
delagp-46de HTLV-I sereconoci en 100% delossuer osprovenientesdeindividuoscon PET/
HAM (paraparesiaespasticatropical/miel opatiaasociadaconlainfeccionpor HTLV-1) ysdloen
80% deportadoressanos(p= 0.004), diferencia queesestadisticamentesignificativa. Este
resultado permi-tié proponer quedurantelaprogres dndelaenfermedad sepresentar iancambios
funcio-nal esendeter minadaspor cionesdel a proteinadesuperficiedelaenvoltura, quedeal gin

modo modulalarespuestainmunehumoral del individuo seropositivopara HTLV-I.
Palabras claves: Glicoproteinas. HTLV-1. Retrovirus. Infeccion viral.

El virus linfotropico de células T
humanas tipo | (HTLV-I), es un
retrovirus del grupo HTLV-BLV per-
teneciente a la familia Retroviridae.
Esel agente etiol6gico delaleucemia/
linfoma de las células T del adulto
(ATL)? y de la mielopatia asociadas
con el HTLV-I (MAH)/paraparesia
espastica tropical (PET)%**. Como al-
gunas otras infecciones de tipo viral,
el HTLV-I se transmite por las vias
perinatal, sexual o sanguinea. Sin
embargo, la historia natural de lain-
feccion no se entiende muy bien. La
epidemiologia de la infeccién en si
misma es altamente rara, pues esta
marcada por |la restriccion geogréfica
y unaltogrado de microepidemicidad®.

En Colombia los primeros casos
de PET los informaron Zaninovic et
al.®* y Arango et al.” publicaron su
asociacion con el HTLV-I poco des-
pués del informe de Gessain et al.® El

foco de mayor endemia en Colombia
se encuentra en Tumaco, donde la
prevalencia alcanza 0.098%#; sin em-
bargo ha sido posible identificar fo-
cos aislados en toda la Costa del
Pacifico, donde el virus infecta indi-
viduos de otras etnias’. Las
glicoproteinas de la envoltura de
retrovirus tanto de humanos como de
animales, son esenciales en los
estadiosinicialesdelainfeccionviral.
Potencial mente son las proteinas mas
inmunogénicas de todos | os antigenos
viralest®,

El gen ENV del HTLV-I codifica
por unaglicoproteinade 62 Kd (gp62),
que es la precursora de una
glicoproteina de superficie de 46 Kd
(gp46) y una transmembranal de 21
Kd (gp21)*. Se ha podido demostrar
gue son los antigenos virales predo-
minantes, los que estimulan la pro-
duccion de anticuerpos en los indivi-
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duos infectados con HTLV-I%.

Otralineadeevidenciasugiere que
los anticuerpos dirigidos contra estas
proteinas pueden neutralizar in vitro
la formacion de sincicios inducida
por HTLV-1%2, ademas de neutralizar
la infectividad de un pseudotipo del
virus de la estomatitis vesicular que
presenta las glicoproteinas de la en-
volturaviral .

Mediante el empleo de proteinas
producidas en sistemas bacterianos
(proteinas recombinantes)*1¢ y pépti-
dos sintéticos'”** que cubren diferen-
tes regiones de las glicoproteinas de
la envoltura viral, se ha podido esta-
blecer que la region mas inmuno-
rreactiva es la mitad carboxilotermi-
nal; se ha demostrado también que
esta region se puede utilizar para dis-
criminar lainfecciondeHTLV-I dela
del HTLV-II.

MATERIALESY METODOS
Para comparar la reactividad de
anticuerpos a diferentes regiones de

la gp62, se ensayaron 5 tipos de pro-
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teinas recombinantes (PR) mediante
latécnica de Western Blot. La Figura
1 muestra las diversas caracteristicas
de estas proteinas. La técnica sigue
béasi camente los protocolos descritos
en Towbin et al.?°y Harlow y Lane?.
Las tiras de nitrato de celulosa se
incubaron en solucion de bloqueo (al-
bumina sérica bovina al 3% en PBS)
durante 1 horaa 3° C. Luego se hicie-
ron 3 lavados de 5 minutos cada uno
con amortiguador de lavado (PBS pH
7.2, Tween 20 0.2%); cada tira se
incub6 con el suero del correspon-
dienteindividuo obtenido delapobla-
cién deestudio, endilucion 1:500y se
incubo durante una horaa 37° C con
agitacion constante; se repitieron los
pasos de lavados antes de adicionar la
anti-lgG humana biotinilada dilucién
1:500 y seincubaron unahoraa37° C
en agitacion constante. Luego, se adi-
ciono el complejo estreptavidina-
peroxidasaderabanoendilucion 1:500
y seincubd por unahoramasa37° C
con agitacién constante. Por dltimo,
las tiras se revelaron con el sustrato
3,3 diaminobencidina (DAB) tetra-
clorhidrato al 50% y 50 yl de H,O, y
la reaccion se dejé proceder hasta la
aparicioén de las bandas. Se empled la
prueba de Fisher exacta para valorar
las diferencias de reactividad a cada
proteina dentro de la poblacion en
estudio.

RESULTADOS

Con las pruebas ELISA y Western
Blot serealiz6 un filtrado inicial afin
de determinar la seropositividad para
HTLV-I en los sueros de individuos
de Tumaco; todas las muestras sero-
positivaspresentabantitulosaltos. Los
resultados de los ensayos con las
diferentes proteinas recombinantes
empleadas se resumen en el Cuadro 1.

De las muestras de los pacientes
con PET 31.4% (15/35) y 27.3% (6/
22) de los portadores sanos reaccio-
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HTLV-1pg 62
gp 62
L | gp 46 | gp 21
| |
Proteinas recombinantes
23 Kd
A P B C D
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Aminoacido

Figura 1. Diagrama esquemético de las proteinas recombinantes de la glicoproteina de la
envoltura de HTLV-I. Se detalla la secuencia sefial y los productos del procesamiento de la gp
62. La glicoproteina de superficie gp46 y la proteina transmembranal gp 21.

Cuadro 1
Reactividad de los Sueros Tanto de Pacientes Como de
Individuos Seropositivos alas Proteinas Recombinantes de la
Envolturadel HTLV-I

Estudio Proteinas recombinantes de envoltura
clinico A B B1 C (A+B+C) D
PET 11/35 33/37 37/37 37/37 37/37 23/37
(31.4%) (89.2%) (100.0%) (100.0%) (100.0%) (62.2%)
Portador 6/22 33/35 28/35 34/35 34/35 16/34
(27.3%) (94.3%) (80.0%) (97.1%) (97.1%) (47.0%)
Total 17/57 66/72 65/72 71/72 71/72 39/71
(29.8%) (91.7%) (90.3%) (98.6%) (98.6%) (54.9%)
P 0.74 0,67 0.004 0.48 1.9

naron con laPR-A; 89.2% (33/37) de
los sueros de los individuos con PET
y 94.3% de los portadores, reaccio-
naron con la PR-B; 100% (37/37) y
80% (28/35) de los sueros de los
enfermos y portadores respectiva-
mente, reaccionaron con la PR-B1;
100% (37/37) de los sueros de los
sujetos con PET y 97.1% (34/35) de
los portadores, reaccionan con la PR-
C; 62.2% (23/37) y 47.0% (16/34) de
|os sueros obtenidos de enfermos con
PET y portadores sanos respectiva-
mente, reaccionaron con la PR-D.
Cuando se compararon los resul-
tados de la reactividad en los sueros
de los pacientes con PET y en los
portadores sanos a las diversas pro-

teinas, se determind que los sueros de
|os pacientes con PET/MAH son mas
reactivosalaPR-B1 quelossuerosde
portadores asintomaticos (p = 0.004).
Ademas, a analizar los valores obte-
nidos de reactividad a la porcién
carboxiloterminal de la gp-46 (PR-
B+PR-C) conlosdelaporcion amino-
terminal (PR-A) se encontré unadife-
rencia significativa de p < 0.001. Se
obtuvieron resultadosdesignificancia
similares (p < 0.001) cuando se con-
fronto la reactividad a PR- B1+PR-C
vs. PR-A. De otra parte, a comparar
la reactividad de anticuerpos con la
gp46 (PR A+B+C) vs. lap 21 (PR-D)
se demostrd que hay una diferencia
significativa (p < 0.002).
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DISCUSION

Tumaco es un municipio maritimo
ubicado en el Pacifico Sur de Colom-
bia, donde |a prevalencia de anticuer-
pos aHTLV-l es mediana si se com-
para con la que hay en otras regiones
del mundo®; sin embargo, laprevalen-
ciade PET es unade las mas altas del
globo??. Estos antecedentes hacen
vélidoel andlisisdeaisladosdeHTLV-
| paraestudiar no sélo lavariabilidad
genética sino la reactividad de los
anticuerpos a las proteinas de la en-
volturadel virus. Uno delos objetivos
del presente estudio fue evaluar la
reactividad de los anticuerpos pre-
sentes en los individuos con PET/
HAM y enlosportadoresseropositivos
para el HTLV-l de Tumaco contra
diferentes proteinas recombinantes de
la gp62.

Aunqgue latécnicade Western Bl ot
permite identificar s6lo anticuerpos
gue reaccionan a epitopes lineales, de
acuerdo con Baba et al.? més de 60%
de los anticuerpos neutralizantes que
reaccionan in vivo se dirigen contra
epitopes lineal es presentes en la gp46
del HTLV-I y menos de 40% de estos
anticuerpos estan ligados a epitopes
conformacionales discontinuos. Este
hecho sustentael objetivo que se plan-
teaen el presentetrabajo, en el sentido
de valorar inicialmente las regiones
inmunodominantes y luego la deter-
minacion de epitopes neutralizantes
en los aislados de Tumaco.

La region carboxiloterminal de la
gp46 incluida dentro de las proteinas
recombinantes B, B1 y C fue la mas
inmunorreactiva en las muestras ana-
lizadas siendo reconocida en 91.7%,
90.3% y 98.6% respectivamente por
los anticuerpos anti-HTLV -l presen-
tes en los individuos estudiados. Es-
tos resultados concuerdan con los
informes de Chen et al.'4, aunque los
datos de reactividad a estas proteinas
son un poco Mas bajos (89.6%, 70.2%

y 92.9% respectivamente); estas di-
ferencias se pueden explicar si se
incluyen variosaspectos: primero, uno
deellos, quelosindividuosdel estudio
de Chen et al.’, eran enfermos con
ATL; segundo, que habia un nimero
mayor de individuos; y, tercero, que
se trataba de aspectos meramente
genéticos.

Al comparar losresultadosdel pre-
sente trabajo con los de Chen et al .4,
hubo dos variaciones significativas;
la primera de ellas que la proteina
recombinante B1 exhibio diferencias
estadisticamente significantes cuan-
do se comparé la reactividad de los
anticuerpos de portadores de HTLV-
| con los de pacientes con PET/HAM,
(p= 0.004); estos resultados permiten
proponer probablemente, que en los
individuos donde se desarroll6 la en-
fermedad, pudo haber cambios en la
reactividad de este epitope en la gp46
(a.a 166-201) o que se expondrian
mas regiones antigénicas que en €l
estadio de portador no se encuentran.
Estos cambios podrian incluir altera-
ciones estructurales en la proteina o
alguna variacion en la secuencia de
nucleotidos que puede afectar la
antigenicidad de esta regién (amino-
acidos 166-201 de la gp46).

Con base en las consideraciones
anteriores, se justifica entonces, rea-
lizar un andlisis de secuencias de
nucleotidos en aislados tanto de por-
tadores como de pacientes con PET,
con €l objeto de evaluar si estos cam-
bios de reactividad se asocian con
mutaciones especificas en ciertas re-
giones de la gp62.

El otro aspecto en el que difiere el
presente estudio del de Chen, et al.'4,
reside en | os porcentajes de serorreac-
tividad a la PR-D que fueron esta-
disticamente significativos (p<0.01)
entre pacientes con ATL y portado-
res; estadiferenciay lahalladaen Cali
en la B1 no permitié encontrar una
relacion directacon el desarrollo dela

enfermedad.

L osresultados obtenidosen €l pre-
sente trabajo sustentan la hipoétesis
general quelaregion carboxil oterminal
de lagp46 eslamasinmunorreactiva;
en este sentido® el uso de péptidos
sintéticos, demostré que sueros pro-
venientesdeindividuos seropositivos,
enfermos con ATL y pacientes con
PET/MAH, reaccionaban con regio-
nes entre los aminoacidos 176-199 y
190-212 en 73% y 87% respectiva-
mente. Ademés Palker et al.'’, obtu-
vieron como resultado de un andlisis
similar, un péptido que comprendia
los aminoé&cidos (a.a.) 190-209 que
reaccionaban con 78% de los sueros
de su poblacién de estudio. Estas
secuencias de a.a. se sobreponen con
las incluidas en las proteinas
recombinantes PR-B1 y PR-B.

La importancia de la inmuno-
rreactividad de esta region radica en
gue se han determinado anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra epi-
topes en dicho sector; a.al75-199%,
aa 187-193* y a.a 191-196%. Los
porcentajes de reactividad contra
péptidos sintéticos de la gp46 son
mas bajos que los obtenidos contra
proteinas recombinantes, muy pro-
bablemente debido aque estas Ultimas
tienen una extension mayor y por
ende mayor sera la probabilidad de
tener un mayor nimero de epitopes
reunidos.

Un aspecto interesante, es que el
mapeo de epitopes realizado sobre la
glicoproteinadelaenvolturadeHTLV -
I, sefialé a la region comprendida
entre los a.a. 173-209, como la més
inmunoreactiva, 97% de los sueros
ensayados reconocen este segmen-
to'®. Este hecho puede explicar en
parte, el porqué de lareactividad cru-
zada entre los dos virus. Aunque esta
region exhibe diferencias significati-
vas en la secuenciade a.a. entre ellos,
parece que estimula una fuerte res-
puesta humoral.
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La proteina recombinante C, que
comprende los a.a. 229-308, es la
mas inmunorreactiva a los anti cuer-
pos hallados en los sueros de indivi-
duosincluidos en este estudio, 98.6%.
Lal et al.’®, restringieron masel epitope
inmunodominante; estos autores ob-
tuvieron una reactividad de 100%
cuando enfrentaron sueros de 52 in-
dividuos (seropositivos, pacientescon
ATL y PET/MAH) contra el péptido
sintético Env5 a.a. 242- 257. Horal et
al.® obtuvieron porcentajes de
seroreactividad mas bajos cuando uti-
lizaron péptidos sintéticos que com-
prendian los a.a. 240-262 (89%) y
292-314 (78%); de nuevo, la impor-
tanciadeestaregi oninmunodominante
radica en que se han podido producir
anticuerpos neutralizantes contra
epitopes localizados en esta region
(a.a 213-236 y 288-317)%=. No sblo
se ha obtenido una respuesta inmune
detipo humoral enindividuosinfecta-
dos con HTLV-I contra los epitopes
antes descritos, sino que Jacobson et
al.® determinaron que hay una res-
puesta de tipo celular, montada con-
tra estos mismos epitopes.

A 4 delosindividuos seropositivos
paraHTLV-I, selesdescubrié, ampli-
fico y secuencié un fragmento de
383pb del gen ENV. Esta region que
comprende los nucleotidos 5406-
5789, codifica por un fragmento de
a.a delagp46, que concuerdacon las
PR-B y PR-B1. A pesar de que se
determinaron cambios de a.a. con
propiedades quimicas diferentes, és-
tos conservaban su capacidad para
estimular una respuesta inmune hu-
moral.

SUMMARY

By Western Blot, the reactivity of
seropositiveindividualsfromthetown
of Tumaco, against different regions
of the viral envelope glycoproteins
was evaluated. It was determined that
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the carboxyl end of the gp-46 (amino
acids 166 to 308) had the maximum
immunoresponse with a ratio of
reactivity ranging from 80% to 100%.
This region represents a potential for
developing a broad spectrum vaccine.
Furthermore the region between
aminoacids 166-201 of the gp-46 of
HTLV- 1 revealed a compatible reac-
tion with sera from 100% of indi-
viduals with TSP/HAM (tropical
spastic paraparesis/ HTLV-I asso-
ciated myelopathy), in contrast, only
80% of sera from asymptomatic
individualsyielding apositivereaction,
(p = 0.004) was observed. Based on
theseresults, itisproposed that during
the progress of a viral infection,
functional changes in defined regions
of the envelope glycoprotein would
modulate the immunoresponse in
HTLV-I seropositive individuals.
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