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Introduccion. Trabajos previos han aportado evidencias que en la paraparesia
tropical espastica/mielopatia asociada con el virus linfotrépico humano tipo I,
existe un componente autoinmune asociada a su patogénesis.

Objetivo. Evaluar el estado autoinmune y la existencia de mimetismo molecular
en pacientes paraparesia espastica tropical del pacifico colombiano.

Materiales y métodos. A partir de muestras de plasma de 37 pacientes
PET/MAH, 10 ATL (Leucemia de células T del adulto), 22 individuos portadores
asintomaticos y 20 seronegativos para el HTLV-I, se determinaron niveles
plasmaticos de anticuerpos antinucleares y anticardiolipina-2 y de interferén-y e
inteleucina-4. Se evalud, por western blot, la reactividad cruzada de plasmas
contra proteinas obtenidas de varias fuentes celulares normales del sistema
nervioso. Ademas se estudio la reactividad cruzada de plasmas de seropositivos y
del anticuerpo monoclonal LT4 anti-taxp40 en secciones de médula espinal de
ratas Wistar no infectadas.

Resultados. EI 70,2% y el 83,8% de los pacientes PET/MAH fueron reactivos para
anticuerpos ANA y ACL-2 respectivamente en contraste con los ATL y los
seropositivos asintomaticos (P< 0,001). Ademas, el 70,3% y el 43,2% de los
pacientes PET/MAH tuvieron niveles detectables de IFN-y e IL-4 respectivamente.
El anticuerpo LT4 anti tax-p40 y plasmas de PET/MAH mostraron una reaccion
cruzada con una proteina de PM, 33-35 Kda obtenida del nucleo de neuronas de
la médula espinal de ratas Wistar no infectadas.

Conclusion. Se obtuvieron evidencias que apoyan la existencia de un sindrome

autoinmune mediado por mimetismo molecular como parte de la etiopatogénesis



de la degeneracion axonal observada en la PET/MAH en pacientes colombianos
de la costa Pacifica.

Palabras clave: paraparesia espastica, virus linfotropico de células T humanas
tipo 1, virus 1 T-linfotropico de los primates, médula espinal, autoanticuerpos,

autoinmunidad, imitaciéon molecular.



Introduction. Previous reports have evidenced that in tropical spastic
paraparesis/HTLV-l-associated myelopathy there is an autoimmune process as
part of its pathogenesis.

Objective. To evaluate the autoimmunity status and the molecular mimicry in
TSP/HAM patients from the Colombian pacific areas.

Materials and methods: From plasma samples of 37 TSP/HAM, 10ATL patients;
22 asymptomatic HTLV-I seropositive and negative controls, plasmatic levels of
ANA, ACL-2, IFN-y and IL-4 were recorded. By western blot we evaluated the
crossreactivity of plasma from HTLV-I seropositive and negative against proteins
extracted from different central nervous system components of non infected Wistar
rats. By immunohistochemistry, the crossreaction of HTLV-I seropositive plasma
and a mononoclonal tax (LT4 anti-taxp40) with spinal cord neurons of non infected
Wistar rats was studied.

Results. 70.2% and 83.8% of TSP/HAM patients were reactive against ANA and
ACL-2 respectively, contrasting with ATL and asymptomatic seropositives
(P<0.001). Moreover 70.3% and 43.2% of TSP/HAM had detectable levels of IFN-y
and IL-4 respectively. LT4 anti-taxp40 and plasma of TSP/HAM exhibited
crossreactivity with a MW,33-35 Kda protein from nuclei of spinal cord neurons of
non infected rats.

Conclusion. We obtained evidences that support the existence of an autoimmune
syndrome mediated by molecular mimicry is part of the axonal degeneration

oberved in TSP/HAM patients of the colombian Pacific coast.
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El virus linfotrépico humano tipo | (HTLV-I) esta asociado con un amplio espectro
de manifestaciones clinicas dentro de las que incluyen la leucemia de células T del
adulto (ATL) y la paraparesia tropical espastica/mielopatia asociada al HTLV-I
(PET/MAH). Sin embargo, en la mayoria de los casos, los individuos infectados
permanecen asintomaticos. A luz de varios resultados que muestran una
significativa respuesta inmune en pacientes, se ha sugerido la participacion del
sistema inmunoldégico en la patogénesis de la PET/MAH (1).

La PET/MAH, es una polirradiculoneuropatia crénica inflamatoria que cursa con
dificultad para caminar la cual es lentamente progresiva. Se observan ligeros
cambios sensitivos, debilidad motora y espasticidad en los miembros inferiores,
aumento de la frecuencia, urgencia o retencion urinaria, estrefiimiento intestinal,
impotencia y/o frigidez sexual, ademas de dolor lumbar (2-4). Esta entidad clinica
se presenta principalmente en personas mayores de 30 afios y con predominio en
el sexo femenino (5).

Varios estudios efectuados en Colombia han demostrado que la PET/MAH es un
problema de salud publica importante en la region costera del Pacifico colombiano
(6,7). Asi en Tumaco, un municipio del suroccidente del Pacifico, la tasa de casos
de la enfermedad por afio se ha calculado en aproximadamente 2,8x10°, hecho
gue contrasta con su baja presencia en otras zonas que son endémicas para la
infeccién por el HTLV-I (8).

A pesar de que epidemiolégicamente las dos principales enfermedades asociadas
con la infeccion por el HTLV-1 son ATL y la PET/MAH, resultados previos también
muestran la infeccion por el HTLV-I como factor importante en ciertas patologias

de origen autoinmune como el sindrome de Sjogren (9,10) y el lupus eritematoso



sistémico (11) entre otras. Sin embargo, la mayoria de los individuos seropositivos
para el virus permanecen asintomaticos y el riesgo a desarrollar patologias es muy
bajo (12-14).

Con base en lo anterior, se ha abierto un nuevo camino hacia la elucidacion de la
etiologia de la enfermedad, postulando la hipétesis de que la PET/MAH resulte no
de la accion directa del virus sobre las células afectadas, sino como consecuencia
de un proceso autoinmune mediado por el mimetismo molecular existente entre
anticuerpos especificos contra las proteinas del HTLV-l y componentes celulares
del sistema nervioso central (SNC). Este proceso, que no es mas que la reaccion
cruzada ocurrida entre los anticuerpos generados como parte de la respuesta
inmune a un agente infeccioso y autoantigenos, ha sido confirmado en el complejo
SIDA/demencia (15) y se ha sugerido recientemente para otras enfermedades
degenerativas del SNC como la esclerosis multiple (EM) (16) y la misma PET/MAH
(17,18).

Con el objetivo de aportar evidencias que sustenten la hipotesis de la
autoinmunidad y de un mimetismo molecular como parte de la etiopatogénesis de
la enfermedad en pacientes PET/MAH de la costa Pacifica colombiana, se
evaluaron los niveles de anticuerpos antinucleares (ANA) y anticardiolipina 2
(ACL-2) ademas de los de IL-4 e IFN-y en plasmas de pacientes PET/MAH y de
portadores asintomaticos de la region del suroccidente colombiano. De otra parte,
se analiz6 la existencia de reaccion inmunolégica cruzada hacia componentes
celulares del SNC, probando la reactividad del anticuerpo monoclonal LT4 anti-

taxp40 y de plasmas de pacientes PET/MAH, ATL, de individuos portadores



asintomaticos y seronegativos para el HTLV-I contra blancos celulares normales
del SNC.

Materiales y métodos

Sujetos y muestras

Se incluyeron 37 pacientes PET/MAH, 22 individuos seropositivos asintomaticos
(PA), 20 individuos controles seronegativos (CN) para HTLV-I de la costa Pacifica
colombiana y 10 pacientes ATL de diferentes regiones de Colombia. Los criterios
para clasificar una persona como PET/MAH fueron aquellos descritos por Osame
et al (1987) (3). Los individuos ATL fueron referenciados de la historia clinica de
remision como caso de leucemia con diagndstico seroldgico positivo para
anticuerpos HTLV-I. Los seropositivos asintomaticos, se obtuvieron por el criterio
de exclusién con base en lo propuesto por Osame et al, 1987 (3); finalmente los
controles negativos se incluyeron por su ausencia de anticuerpos contra HTLV-I.
Todos los individuos incluidos en este estudio, fueron informados de los objetivos
del mismo y aceptaron donar muestras de sangre total que fue obtenida por
venopuncion.

De todos los voluntarios, se obtuvieron 20 mL de sangre que fue colocada en
medio anticoagulante y almacenada apropiadamente hasta su procesamiento.
Cada una de las muestras de sangre se sometieron a un gradiente de Ficoll-
Hipaque, colectandose las células linfocitarias de sangre periférica (PBMC); éstas
fueron criopreservadas en medio conservante RPMI/DMSO (50% DMSO en medio
RPMI 1640) a -156 °C; de otra parte el plasma de cada muestra se almacend en

alicuotas a -20 °C para su posterior utilizacion.
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Todas las muestras de plasma fueron examinadas para determinar la presencia de
anticuerpos contra el HTLV-I mediante la aplicacion de una prueba de micro
ELISA utilizando el estuche ELISA Murex HTLV I-1l (Murex Biotech Limited,
Dartford. UK). La ejecucién de la prueba se efectud siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Estas se reconfirmaron como positivas para
HTLV-I mediante western blot utilizando el estuche comercial Immunblot HTLV blot
2.4 (Genelabs® Diagnostics Pte Ltd. Singapore Science Park. Singapore).

Todos los plasmas de individuos participantes del estudio se ensayaron para la
presencia de anticuerpos contra los virus de la inmunodeficiencia humana 1y 2
utilizando el estuche comercial micro ELISA IgG-anti-HIV-1/2 (Enzygnost®,
Behring Dade, Germany) y se reconfirmaron mediante western blot.
Determinacion de las diferentes clases de inmunoglobulinas

Los niveles de las inmunoglobulinas plasmaticas 1gG, IgM e IgA; reactivas para
antigenos del HTLV-I, se midieron mediante pruebas de ELISA. Para ello se usé el
estuche comercial HTLV-I 2.0 EIA (ABBOTT, Abbott Park, IL, USA), la
determinacion de anticuerpos anti-HTLV-I de las clases IgG, IgM e IgA, se efectud
utilizando los correspondientes conjugados obtenidos de Sigma Life Science (St.
Louis, MO). Se realizaron pruebas de calibracion empleando sueros de referencia.
Las muestras de plasma se diluyeron a concentraciones apropiadas en 2% de
albamina sérica bovina fraccién V en PBS 1X pH 7,4. La incubacién de cada una
de las muestras se efectu6 en diluciones de 1:40 a 1:200 a 42°C durante una hora.
Los pasos posteriores se realizaron siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La densidad optica (OD) de cada muestra se midié con ayuda de un equipo

Quantum (ABBOTT, Abbott Park, IL, USA). La deteccién de anticuerpos para cada
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isotipo se registro en valores de absorbancia a 492 nm. Los valores de punto de
corte se calcularon con base en lo recomendado por el fabricante.

Células y tejidos

En este estudio se incluyeron las siguientes fuentes celulares que hacen parte de
la coleccidn de células y tejidos de la “Fundacién in vitro” de la Facultad de Salud,
Universidad del Valle: cultivos primarios de cerebro humano que fueron
mantenidos en DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino y estimulado
con factor de crecimiento neuronal (NGF). Los fibroblastos de pulmén humano,
fibroblastos de piel humana, riidbn embrionario humano, células pluripotenciales de
cordon umbilical, ademas de las lineas celulares Hela y 3T3 se replicaron y
mantuvieron en crecimiento por tiempos variables en MEM adicionado con suero
fetal bovino al 5% y mezcla de antibiéticos; para los cultivos primarios se incluy6
factor de crecimiento de fibroblastos. De otra parte, se emplearon preparaciones
de proteinas obtenidas de biopsias postmorten de médula espinal de rata, cerebro
fetal humano e higado humano. Todas las muestras de tejido postmorten humano
se obtuvieron cumpliendo con los procedimientos legales requeridos para la
obtencién de este tipo de tejido (Resolucién No 8430 del Ministerio de la
Proteccion Social de Colombia, octubre 4 de 1993). Estas se conservaron en
medios apropiados y se criopreservaron a -156 °C hasta su utilizacion.
Anticuerpos monoclonales y policlonales

Se utilizé el anticuerpo monoclonal LT4 (anti-tax-p40) (18-20). De otra parte se
emplearon los sueros policlonales para la proteina acidica fibrilar el IgG-anti-GFAP
(N-18) (Santa Cruz Biotechnology. Santa Cruz, CA) y para neurofilamentos el

NCFL-NF68 (Novocastra, UK).



12

Inmunoblots

Aproximadamente 10’ células/mL de cada uno de los cultivos primarios y lineas
celulares cultivadas incluidas en este estudio, se precipitaron por centrifugacion;
luego se resuspendieron y se incubaron durante 30 minutos a 0 °C con solucion
preenfriada de buffer de lisis RIPA (NaCl 150mM, NP-40 1%, DOC 0,5%, SDS
10%, Tris 50mM pH 8,0). De otra parte, se colocaron en nitrégeno liquido 2
gramos de médulas espinales humana y de rata y corteza cerebral que se
maceraron en solucion de buffer de lisis RIPA; posteriormente los lisados se
clarearon mediante centrifugacion a baja velocidad (2.000xg); el sobrenadante se
centrifug6 a 12.000xg y el precipitado se resuspendio en 1x PBS.

La concentracion de proteinas totales de cada uno de los lisados se determiné
usando el estuche Protein Assay (Bio-Rad, Richmond, CA) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Concentraciones de proteinas totales de 100 a
300 ug/mL de los lisados obtenidos, se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% con dodecil sulfato de sodio (SDS) en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas separadas electroforéticamente,
fueron transferidas en forma pasiva a membranas de nitrocelulosa (NC), de
acuerdo con lo descrito por Burnette et al. (21) y Barin et al. (22). Después de la
transferencia, se bloquearon con solucién de 10% de albumina bovina (BSA)
fraccidon V en solucién salina concentrada 1X de fosfatos pH 7,4 (1XPBS pH 7,4)
durante 1 hora a 37 °C con agitacion continua. Posteriormente, se incubaron en
una dilucion 1:100 de suero humano normal (Sigma, Chemicals, St. Louis, USA)

durante 16 horas a 4 °C y se almacenaron -20 °C hasta su utilizacion.
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Las membranas de NC con las proteinas transferidas, se ensayaron en diluciéon
1:2.000 de los correspondientes plasmas. El LT4 anti-taxp40 se ensay6 en
diluciones de 1:5.000 y 1:10.000. Las preparaciones se incubaron en 1% BSA
fraccion V, PBS 1X pH 7,4y 0,2% de Tween 20 por 16 horas a 4 °C. Los
anticuerpos ligados se detectaron mediante incubaciones secuenciales con anti-
lgG-humana o de raton, dependiendo del caso, marcada con biotina/avidina
diluida 1:1.000 (Amersham, UK) y reveladas por incubacién con 0,05% de
diaminobenzidina y peroxido de hidrogeno (Sigma. St. Louis, MO, USA) en PBS
de acuerdo con lo descrito por Barin et al. (21). Entre cada incubacién se hicieron
tres lavados de 15 minutos cada uno en 1xPBS pH 7,4y 0,2% de Tween 20,
excepto en el ultimo lavado, antes del revelado, en que se lavo sélo con 1XPBS
pH 7,4.

La determinacion del peso molecular relativo aproximado de las diferentes
proteinas (PM,) se efectud calculando la movilidad electroforética relativa (M) de
proteinas de un patrén comercial de proteinas de amplio rango (6,5 a 200 Kda)
(Bio-Rad, USA) en un gel de poliacrilamidad-SDS del 10%. Con base en esta
medicidn se construyd una grafica del logaritmo del peso molecular de las
proteinas patron del patrén comercial versus su movilidad relativa. Sobre esta
gréfica se extrapol6 el valor de M, de las proteinas obtenidas de las diferentes
fuentes celulares y de tejidos sobre la ordenada logaritmica de peso molecular, de
esta forma se les calculd su peso molecular relativo (PM).

Marcadores de autoinmunidad

La presencia de anticuerpos antinucleares (ANA) y anticardiolipina 2 (ACL-2), se

determind mediante pruebas de ELISA (Sigma Diagnostic, St. Louis, USA)
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siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante. Los niveles de IL-4 e
IFN-y se determinaron mediante pruebas de ELISA de doble captura (Bioscience
Cytoscreen SA, USA) también siguiendo los protocolos recomendados por el
fabricante, para el ensayo correspondiente se emplearon 100uL de plasma. De la
utilizacion de estos estuches se obtuvo una determinacion semicuantitativa de las
concentraciones de citocinas plasmaticas en pg/mL. Para IL-4, el rango de
deteccion del estuche varié de 500 a 0,8 pg/mL, mientras que para IFN-y varié de
200 a 0,3 pg/mL. En estos rangos se observé un comportamiento linear de la recta
construida con base en el patron incluido en cada uno de los estuches.
Inmunhistoquimica

Preparaciones histolégicas de biopsias de médula espinal de ratas Wistar no
infectadas, se incubaron con el anticuerpo monoclonal LT4 y plasmas de
individuos HTLV-I positivos asi como de un conjunto de plasmas seronegativos
controles, utilizando el protocolo de Hsu et al (1981) (23). La actividad de
peroxidasa enddégena de las fuentes bioldgicas, se bloque6é mediante incubacion
de los especimenes en solucion de peroxido de hidrégeno al 3% durante 35
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron dos lavados de
cinco minutos en solucién 0,01 X PBS pH 7,5. El rescate del antigeno se realizo
de acuerdo con Shi et al (1995) (24). Las preparaciones se incubaron toda la
noche en diluciones 1:500 del correspondiente anticuerpo monoclonal, para los
plasmas se emplearon diluciones 1:200. Después de la incubacion, las placas se

lavaron como se describié previamente y se incubaron con el anticuerpo
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conjugado biotinilado IgG de chivo anti-ratén o anti-humano, segun el caso, diluido
1:200 en 1XPBS pH7,5 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Después de este procedimiento, se lavaron tres veces durante cinco minutos en
1X PBS pH7,5. Posteriormente, fueron incubadas con el ABC Elite PK4000
(Vector Inc.) durante 30 minutos. Después de este periodo de incubacién, se
lavaron de nuevo en 1XPBS y se revelaron con diaminobencidina (DAB) (Sigma,
MO) previamente disuelta en solucion Tris-HCI pH7,6 y 0,003 % de peroxido de
hidrégeno. Las preparaciones histologicas fueron tefiidas con hematoxilina de gill y
se montaron de manera permanente en permount. Como control negativo de los
experimentos se incluyé plasma de sujetos seronegativos para el HTLV-l y VIH1/2.
Célculos estadisticos

El tamafio minimo de muestra para un nivel de significancia del 95%, se calcul6
mediante la aplicacion del programa EPI-Info 6,04d. A partir de la poblacién
estimada del municipio de Tumaco (169.000 habitantes), del cual provenian la
mayoria de las muestras positivas para HTLV-I. Con el nivel de significancia del
95%, el estimado del tamafio de la muestra fue de minimo 69 casos.

Los niveles de significancia estadistica de cada uno de los experimentos se
calcularon mediante la aplicacion de la prueba exacta de Fisher. Ademas de
pruebas estadisticas para la comparaciéon de varianzas.

Para la realizacion de este trabajo, se solicitd y obtuvo aprobacion del Comité de
Etica institucional de la Universidad del Valle.

Resultados

El disturbio inmune humoral en pacientes PET/MAH
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Cuando se compararon los titulos de IgG, IgM e IgA; especificas para proteinas
del HTLV-I, se determind que los pacientes PET/MAH examinados, presentaron
mayores titulos que los ATL y los seropositivos asintomaticos (p<0,001). La
reactividad de plasmas de pacientes PET/MAH a IgM fue estadisticamente mayor
gue los individuos asintométicos y los pacientes ATL (p<0,001) (cuadro 1). Las
frecuencias IgA; anti-HTLV-lI de pacientes PET/MAH, mostraron diferencias
estadisticamente significantes con relacién a los portadores asintoméaticos y en
individuos ATL. Dentro del grupo de los controles negativos no se detectaron
anticuerpos anti-HTLV-I en los plasmas de los controles negativos. En todas las
muestras de pacientes infectados con HTLV-I se registraron, mediante analisis de
los patrones de western blot, anticuerpos de la clase IgG contra las proteinas
virales gag, pl19, p24, env (gp46 y p21) y tax p40. En contraste el porcentaje de
bandas reactivas para anticuerpos de la clases IgM fue significante mayor en
pacientes PET/MAH que en ATL (P<0,001) y seropositivos asintomaticos
(P<0,001). Los anadlisis de los patrones de western blot, revelaron la presencia de
anticuerpos IgM especificos para las proteinas virales p24, Tax p40 y env (gp46 y
p21) solamente.

Marcadores de autoinmunidad en pacientes PET/MAH

De los resultados obtenidos de la aplicacion de las pruebas correspondientes, se
determind que aquellas muestras de plasma de pacientes PET/ MAH mostraron
una mayor frecuencia de reactividad para ANA (70,2%) y ACL-2 (83,8%) en
comparacién con las de pacientes ATL (P<0,001) y los seropositivos asintomaticos
(P<0,001). El cuadro 2 presenta un resumen de los resultados obtenidos de los

ensayos realizados para determinar la presencia de autoanticuerpos y marcadores
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de autoinmunidad en el plasma de los individuos incluidos en el estudio. De los
controles negativos para HTLV-I, dos presentaron anticuerpos ANA plasmaticos.
La determinacion semicuantitativa de los niveles de IL-4 en pg/mL en plasma
mostro los siguientes resultados: Controles seronegativos CN= 2,116 + 0,008;
PET/MAH = 3,170 + 0,09; ATL = 2,120 + 0,230. De otra parte los de IFN-y en
pg/mL de plasma fueron: CN = 0,045 + 0,002; PET/ MAH = 0,360 + 0,06; ATL=
0,04 £ 0,01. Las diferencias en los niveles de cada una de las citocinas entre
controles negativos y PET/MAH fueron estadisticamente significantes.
Autoanticuerpos contra células y tejidos del sistema nervioso central
humano

En el plasma de un paciente PET/ MAH escogido al azar de la muestra, se
observo reaccién cruzada contra una proteina de PM, 33-35 kDa obtenida de
cultivos primarios de neuronas, de biopsia postmorten de médula espinal humana,
de cerebro fetal y de médula espinal de ratas no infectadas (figura 1a). De otra
parte, el anticuerpo monoclonal LT4 anti-taxp40 mostré reactividad cruzada similar
a la encontrada en el plasma del pacientes PET/ MAH escogido (figura 1b).
Cuando el experimento se repitidé en las muestras incluidas dentro del estudio, se
determiné que el 91,9% (34/37) de los plasmas de pacientes PET/ MAH y el
27,3% (6/22) de los portadores asintométicos mostraron reaccion cruzada contra
la proteina de 33-35 kDa obtenida de cultivos primarios de neuronas, de biopsia
postmorten de medula espinal y de cerebro fetal y de biopsia de medula espinal de

rata (figura 2).
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Los valores de las frecuencias de reactividad la proteina 33-35 Kda en los
pacientes PET/ MAH mostraron diferencias estadisticamente significantes con las
de los portadores asintométicos (P<0,001). Ademas, no se observé ninguna
reaccion cruzada en plasmas de los pacientes ATL y de los controles
seronegativos (cuadro 3).

Localizacién celular de la reactividad de la p33-35 en médula espinal de rata
El anticuerpo monoclonal LT4 anti-taxp40 y el 91,9% de los plasmas de pacientes
PET/ MAH, mostraron una intensa reacciéon cruzada en el ndcleo de las neuronas
de preparaciones de la region lumbar de la médula espinal de ratas no infectadas
(figura 3a). Se determino un relacion directa entre la presencia de la proteina p33-
35 de médula espinal de rata y la reaccion cruzada observada en el nlcleo de
neuronas grandes motoras de secciones de medula espinal identificadas por sus
largas fibras axonales (figura 3b y 3c).

Discusion

En este trabajo se demostro la presencia de IgM e IgA1 especificas para proteinas
del HTLV-I en mayor frecuencia en pacientes PET/MAH de la costa Pacifica
colombiana que en portadores asintomaticos. Los datos obtenidos demuestran
gue las diferencia de reactividades a las clases de inmunoglobulinas IgM e IgA1
en el plasma de pacientes PET/MAH en comparacion con la de los portadores
asintomaticos y los ATL (disturbio inmune humoral), serian una caracteristica
inmunoldgica del plasma de los pacientes PET/MAH incluidos en este estudio;
ademas la mayor frecuencia de anticuerpos anti-HTLV-I de las clases IgM e IgA1l,
permite postular que durante la progresion de la enfermedad, el componente

humoral juega un papel importante. De otra parte, se determiné una reactividad
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cruzada entre proteinas derivadas de neuronas humanas y de preparaciones de
médula espinal de rata con plasmas de individuos colombianos infectados por el
HTLV-I; siendo ésta una caracteristica predominante en los pacientes PET/MAH
de la costa pacifica colombiana.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion, se registré una
reaccion cruzada entre el anticuerpo LT4 anti-Taxp40 y una banda proteica de Mr
33-35 Kda proveniente de porciones de cerebro fetal humano, la cual también se
observé en el suero de pacientes PET/MAH provenientes de varias zonas
endémicas de Colombia tanto de la csta Pacifica como de la region Caribe (18).
Histolégicamente la reaccion cruzada del monoclonal LT4 anti-Taxp40, se localizé
en el nicleo de neuronas grandes de las areas motoras T6 a L2 de la médula
espinal de ratas. Asi pues,el trabajo inicial mostré la existencia una componente
autoinmune en pacientes PET/MAH que coincide con un mimetismo molecular
entre dominios de la proteina Tax y los de una proteina de Mr 33-35 proveniente
de preparaciones celulares de cerebro fetal humano. En el presente trabajo,
ademas de confirmar los hallazgos previos, se mostré una reactividad similar entre
la proteina nuclear Mr 33-35 Kda de médula espinal de rata y el 100% de los
plasmas de pacientes PET/MAH y de algunos individuos seropositivos
procedentes exclusivamente de regiones endémicas de la costa Pacifica
colombiana. La valoracién inmunohistoquimica de los plasmas de pacientes
PET/MAH en preparaciones de médula espinal de rata, realizada en este trabajo,
confirmo su localizacién en el nucleo de neuronas motoras grandes. Asi pues
tomados en su conjunto, las evidencias experimentales obtenidas, expanden el

fendmeno de reaccion cruzada previamente descrito en preparaciones de cerebro
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fetal humano a otros componentes del SNC no solo en humanos si no en el de
ratas.

Un aporte importante del presente estudio, es que revelo la presencia de
autoanticuerpos ANA y ACL-2 en el plasma de los pacientes PET/MAH, cuya
frecuencia fue significantemente diferente a la observada en los individuos
seropositivos asintoméaticos procedentes del acosta pacifica colombiana. De otra
parte los niveles plasmaticos de IL-4 e IFN-y medidos en pacientes PET/MAH,
mostraron valores significativamente mayores a los registrados para los individuos
seropositivos asintomaticos incluidos en este trabajo. Estos resultados permiten
postular la existencia de un sindrome autoinmune en aquellos pacientes PET/MAH
procedentes de la costa pacifica incluidos en este trabajo.

Con base en nuestros analisis es posible proponer que la circulacién de
autoanticuerpos séricos contra proteinas del sistema nervioso humano, seria una
caracteristica diferencial de la enfermedad en los pacientes colombianos. Es
importante destacar que la circulacion de autoanticuerpos que cruzan con
proteinas celulares de tejidos normales constituye una evidencia muy fuerte de la
existencia de un proceso autoinmune mediado por mimetismo molecular el cual
seria parte de la compleja etiopatogénesis de la PET/MAH en estos pacientes. Un
aspecto interesante de este trabajo, fue que algunos portadores asintomaticos
presentaran la reaccion con la proteina p33-35 de médula espinal, en este sentido
una posible explicacion es que estos sujetos estuviesen en una fase muy
temprana de la enfermedad en la que no se pudo establecer con claridad la
sintomatologia de la enfermedad. Asi pues, en este sentido es posible proponer

gue la presencia de autoanticuerpos plasmaticos, precederia al establecimiento de
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los sintomas que caracterizan la PET/MAH. Para validar esta hipo6tesis es
necesario seguir en el tiempo estos sujetos para definir el momento en que
desarrollan la sintomatologia PET/MAH, sin embargo esto es otro tipo de estudio.
Para definir de manera mas precisa el proceso autoinmune observado en los
PET/MAH de la costa pacifica colombiana, es importante determinar el tipo de
citocinas producido diferencialmente por las poblaciones de sus linfocitos T
ayudadores (Th). Asi, la IL-4 es secretada por los linfocitos Th2 mientras que el
IFN-y lo es por los Thl. Los resultados obtenidos en este trabajo, mostraron una
tendencia a una respuesta preferencial de linfocitos Thl en el 70,3% de los
pacientes con PET/HAM; sin embargo, en el 11,3% de ellos se obtuvieron niveles
detectables de las dos citocinas. Estos resultados hacen dificil definir el tipo de
poblacién de linfocitos Th que seria importante para desencadenar la respuesta
autoinmune en los pacientes PET/MAH de la costa Pacifica estudiados. En este
sentido, una serie de trabajos previos han favorecido la explicacién que la
componente autoinmune es mediada por linfocitos Thl especialmente en
pacientes PET/MAH del Japo6n (25-27).

Fue evidente que las reacciones cruzadas observadas en los componentes del
SNC incluidos en este estudio, muestran la existencia de blancos celulares
normales que presentan mimetismo molecular por parte de poblaciones de IgG
anti-HTLV-I plasmaticas para ciertas proteinas del virus, especificamente contra la
proteina tax-p40. Nuestros resultados confirman aquellos obtenidos por Levin et al
(1998) (16) y Levin et al (2002) (17) quienes identificaron una proteina de
aproximadamente 35 kDa en neuronas de corteza cerebral normal humana, la cual

reacciona cruzadamente con un anticuerpo monoclonal para la proteina tax del
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HTLV-I. Sin embargo un punto importante de nuestro trabajo es que expande el
proceso de reaccion cruzada de anticuerpos anti-taxp40 no solo al cerebro si no a
regiones de la medula espinal, como la lumbar y la sacra, que jugarian un papel
importante en el patofisiologia de la enfermedad en estos pacientes. De otra parte,
el haber determinado esta misma reactividad cruzada en neuronas de la médula
espinal de ratas no infectadas, demuestra que la proteina p33-35 estaria en
neuronas no solo de humanos si no en las de la médula espinal a otras especies
de mamiferos, en nuestro estudio la rata.

En aquellas células donde se identifico la reactividad cruzada entre anticuerpos
contra el HTLV-1y proteinas celulares normales, la colocalizacion de los
componentes miméticos coincidio con la distribucion intracelular de las proteinas
virales que exhiben mimetismo molecular. Tal es el caso de la ubicacion nuclear
del monoclonal LT4 anti-taxp40. Se ha demostrado que la proteina tax es un
activador transcripcional de genes virales y de grupos de genes celulares que
participan en diversos eventos celulares (28,29), en este sentido es importante
definir cual seria la accion de anticuerpos anti-tax como efectores de la
transcripcion modulada de estos genes en las neuronas motoras del SNC.
Nuestros resultados postulan el importante papel que tendria la proteina tax
durante la progresion de la enfermedad y el mimetismo molecular. Este hecho
sugiere que la accion de las proteinas celulares en la progresion de la PET/MAH
involucraria mecanismos nucleares, muy posiblemente en la regulacion de la
expresion de genes celulares implicados en algunos de los eventos, aun no

conocidos, de la patogénesis de la enfermedad (29).
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Trabajos previos han presentado evidencias que la hnRNP Al tiene una
reactividad cruzada con anticuerpos monoclonales para la proteina tax p40 del
HTLV-I, y muestran que el reconocimiento de este autoantigeno, involucra
dominios definidos de esta proteina nuclear (30,31). Las ribonucleoproteinas
heterogéneas nucleares (hnRNPS) son las proteinas mas abundantes del nucleo
de células eucaridticas (32). Dentro de estas, hnRNP Al es una abundante
proteina nuclear de células T, que participa en el procesamiento, “splicing”
alternativo y estabilizacion cromosémica asi como en el transporte del ndcleo al
citoplasma de ribonucleoproteinas mensajeras. Se han obtenido evidencias
previas que hnRNP Al afecta la regulacion de la transcripcion de la expresion de
genes del HTLV-I, interfiriendo con la union de la proteina Rex al elemento XRE
(33). Concomitantemente, la inhibicidén de la expresion de hnRNP Al conlleva al
incremento de la transcripcion viral junto con un aumento de la produccion viral;
este hecho sugiere gue la proteina hnRNP Al es parte de los mecanismos
regulatorios del ciclo de vida de este retrovirus humano en células T (34).

Sin embargo hnRNP A1, tal como se ha descrito previamente, es una
nucleoproteina ubicua que esta presente no solamente en neuronas del SNC, si
no en otras células no nerviosas incluyendo los linfocitos T. Con base en este
hecho, planteamos que debe existir un mecanismo especifico del SNC subyacente
a hnRNP Al, el cual tendria relevancia en desencadenar procesos patoldgicos
gue conduzcan a la degeneracién axonal observada durante la progresion de la
enfermedad.

En su conjunto, los resultados aportaron evidencias que la PET/MAH en aquellos

pacientes de la costa pacifica colombiana que se incluyeron en el estudio, se
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caracteriz6 como un sindrome autoinmune el cual tiene una respuesta
preferiblemente mediada por anticuerpos circulantes mediante un potencial
mimetismo molecular. En este sentido, la proteina p33-35, detectada
exclusivamente en componentes del SNC, seria el posible autoantigeno el cual
participaria en algunos de los procesos que conllevarian a la neurodegeneracion
axonal caracteristica de esta enfermedad. Sin embargo, es necesario efectuar
estudios adicionales de estructura y funcién, asi como descartar otros posibles
mecanismos celulares y moleculares de la presencia de reaccién cruzada para
poder definir de manera mas exacta los procesos complejos que ocurren en la
progresion de la PET/MAH.
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Cuadro 1. Distribucion de las clases de inmunoglobulinas especificas en el
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plasma de individuos infectados por el HTLV-l y no infectados de la costa Pacifica

colombiana.
Porcentaje de Reactivos para
Diagnéstico | Namero | IgG igM @ IgA; @
PET/MAH 37 100 72,97 72,97
ATL 10 100 20,0 20,0
PA 22 100 18,18 18,18
CN 20 0 0 0

PA. Seropositivo asintomatico para el HTLV- I. CN. Control Negativo
no infectado con el HTLV-I.
(1) PET/MAH vs ATL (p< 0,001); PET/MAH vs PA (p< 0,001).

(2) PET/MAH vs ATL (p< 0,001): PET/MAH vs PA (p< 0,001).



Cuadro 2. Evaluacion de la presencia de autoanticuerpos ANAy ACL-2y las

citocinas IFN-y e IL-4 en el plasma de individuos infectados con HTLV-I y

controles seronegativos de la costa Pacifica colombiana.
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Diagnostico | Numero % ANA % ACL-2 % IFN-y % IL-4
PET/MAH 37 70,27 83,78 70,27 43,24
ATL 10 0 0 10,0 10,0
PAY 22 27,27 16,64 9,10 9,1
CN® 20 10,0 5,00 5,0 35,0

(1). PA. Seropositivo para el HTLV-I asintomético. (2). CN. Control negativo no

infectado con el HTLV-I.



Cuadro 3. Frecuencia de la reaccién cruzada entre muestras de plasma de
individuos portadores para HTLV-I y controles seronegativos de la costa Pacifica

colombiana contra la proteina p33-35 obtenida de médula espinal de rata.

Diagndstico NUmero % de reactivos

contra p33-351

PET/MAH 37 91,90
ATL 10 0
PA 22 27,27
CN 10 0

1. PET/MAH vs. PA (P<0,001)
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Figura 1. Perfiles de western blot de proteinas extraidas de diferentes fuentes
celulares utilizando el plasma de un paciente PET/ MAH y el anticuerpo
monoclonal LT4 anti-taxp40. (A). Paciente PET/ MAH; (1) cultivos primarios de
neuronas; (2) biopsia postmorten de médula espinal. (3) biopsia postmorten de
cerebro fetal. (4). cultivo de fibroblastos de pulmén. (5) cultivo primario de rifién
embrionario humano. (6) cultivo de células pluripotenciales de cordon umbilical. (7)
células de la linea Hela. (8) células de la linea 3T3. (9) biopsia de musculo de
rata. (10) biopsia de higado. (11) control negativo. (B) Anticuerpo monoclonal LT4
anti-taxp40; (1) Cultivos primarios de neuronas; (2) biopsia postmorten de médula
espinal. (3) biopsia postmorten de cerebro fetal. (4) biopsia de medula espinal de
rata. (5) Cultivo primario de rifidn embrionario humano. En cada carril se
depositaron aproximadamente 150 ug de proteina. La flecha sefiala la proteina de

33-35 Kda.

(A) (B8)
12 34 567 891011 1 2345

%
11 | il



34

Figura 2. Inmunorreactividad cruzada entre plasmas de pacientes PET/MAH y
portadores asintomaticos (PA), contra la proteina p33-35 extraida de ndcleos de
médula espinal de ratas Wistar no infectadas. El carril 1 corresponde al anticuerpo

LT4.

PET/MAH

123 456 7 8 91011121314151617 1819 2 22 2324 25 2627 2829 303132 33343536 37 38
SesennSe- - S-puaetnts—-afles --Saa e —-af=

PORTADORES ASINTOMATICOS

1234 56 7 8 9101112 1314 1516181920212223



35

Figura 3. Reaccion inmunohistoquimica entre el anticuerpo monoclonal LT4 anti-
taxp40 y preparaciones de médula espinal de una rata Wistar no infectada. (A)
Corte de la region lumbar de la médula espinal de rata mostrando la localizacion
de la reaccion cruzada de neuronas grandes de los cuernos anterolaterales con el
anticuerpo LT4 anti-taxp40 (aumento 6X). (B) Reaccion nuclear de neuronas
grandes de la regién lumbar (aumento de 40X). (C) Detalle de una neurona motora
gue mostro reaccion cruzada con el LT4 anti-taxp40 (aumento de 100X). (Neu)

Neurona; (Nu) Nucleo; (FA) Fibra Axonal.
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