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INMUNOLOGIA
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RESUMEN

EL virus linfotropico de células T humano de tipo I (HTLV-I) es
un retrovirus que produce, entre otras enfermedades, la leucemia
de células T del adulto y la paraparesia espastica tropical.
Aparentemente la patologia es el resultado de la expresion de
genes virales y celulares que conducen a la transformacion
celular, la inmortalizacion y la enfermedad. En este trabajo nos
propusimos evaluar marcadores de la peroxidacion lipidica, la
concentracion de grupos sulfhidrildos y el potencial de
peroxidacion, cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T
CD4+ y CD8+ y el marcador de activacion CD25 en un grupo de
9 pacientes seropositivos a HTLV-I, asintomaticos y compararlo
con los resultados de 10 individuos sanos. Para la medicion de
los marcadores de estrés se emplearon técnicas
espectrofotométricas y para la determinacion de las
subpoblaciones linfocitarias se empled la citometria de flujo.
Segtin el ensayo existen diferencias significativas (p<0,05) entre
los dos grupos con respecto a los parametros marcadores de
estrés, exceptuando la concentracion de grupos sulfhidrildos
totales. El conteo de linfocitos T CD4+ se mantiene dentro de
los intervalos normales, se produce un incremento de linfocitos
T CD8+ y hay diferencias significativas en los valores relativos
de CD25 entre ambos grupos. Estos resultados revelan la
presencia de un estado pro-oxidante, con activacion de la
respuesta celular citotoxica y la activacion de la expresion de
genes como consecuencia de la linfoproliferacion caracteristica
de este virus. La determinacion de estos indicadores puede
resultar de interés para conocer la fisiopatologia de la infeccion
y en la posible intervencion terapéutica preventiva.

Palabras clave: estrés oxidativo, HTLV-I, linfocitos T CD4+, CD25.

Introduccion

EL virus linfotropico de células T humano de tipo I (HTLV-I) se
reconoce como el agente etioldgico de la leucemia-linfoma de
células T del adulto (LTA) y la paraparesia espastica tropical, o
mielopatia asociada al HTLV-I (PET/MAV). A juzgar por observacio-

nes recientes, el espectro de enfermedades posiblemente asociadas
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ABSTRACT

Human T cell lymphotrophic virus I (HTLV-I) is a retrovirus that
causes adult cell leukemia and the neurological disorder known
as tropical spastic paraparesis. Pathology apparently results
from the expression of viral and cellular genes which might
lead to cell transformation, immortalization and disease. The
aim of the present study is to compare levels of lipid
peroxidation, peroxidation potential and sulfhydryl content
measured as oxidative stress indicators in 9 asymptomatic HTLV-I
seropositive (HTLV-I+) and 10 healthy individuals (HTLV-I -).
These parameters are related to changes in the levels of CD3, CD4,
(D8 and CD25 T cell subsets. Spectrophotometric techniques were
assayed for evaluation of oxidative stress indicators and flow
cytometry for determination of T cell subsets. Significant
differences were found (p < 0,05) between HTLV-I+ and HTLV-I-
subjects regarding to stress indicators, except the concentration
of total sulfhydryl group. The CD4+ T lymphocytes count stays
inside the normal intervals whereas the CD8+ T lymphocytes
count was slightly increased. Relative values of CD25 also
showed significant differences between HTLV-I+ and HTLV-I-
subjects. These results reveal both the presence of a pro-oxidant
state with the activation of the cytotoxic cellular response and
the activation of cellular gene expression. These determinations
may be of interest for knowledge of physiopathology of the
infection and for possible preventive therapeutic interventions.

Key words: oxidative stress, HTLV-I, CD4+ T lymphocytes, CD25.

con este virus parece ser mas amplio y pudiera incluir otras
afecciones que hasta el presente se han considerado de causas
autoinmunes, o desconocidas. La infeccion por HTLV-I es endémica
en el suroeste de Jap6n, centro y sur de Africa, América Central,
suroeste de EE.UU. y en el area del Caribe; aunque se reportan casos
en otras areas geograficas. Se estiman entre 10 a 20 millones de

personas portadoras de HTLV-I en el mundo *2.
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EvALUACION DEL ESTADO REDOX

EL HTLV-I es un retrovirus de caracter inmuno-proliferativo que a
partir del gen tax codifica para una proteina de 40 KDa localizada
primariamente en el nicleo de las células infectadas, en la region
conocida como matriz nuclear. La proteina Tax es un trans-activador de
la transcripcion del promotor en el LTR 5" del genoma del provirus 3.
Ahora se conoce que la proteina Tax es muy promiscua y capaz de trans-
activar promotores heterologos, ademas de su propio LTR “. El me-
canismo de accion de dicha proteina es indirecto sobre otros
promotores y existen reportes de la induccion in vitro de la transfor-
macion maligna a través de la represion de genes basicos regulatorios

celulares mediada por proteinas bHLH en presencia de Tax .

En investigaciones recientes se ha reportado que Tax estimula
un estado pro-oxidante in vitro que es seguido de muerte celular
por apoptosis. El estrés oxidativo, generado en células Jurkat T
transfectadas establemente con HTLV-I, esta involucrado en la
activacion de NF-kB, trans activador celular nuclear que es blanco
de las especies reactivas de oxigeno (EROs) y es fundamental en la
expresion de genes como: el receptor de IL-2 (CD-25) y el marcador
de apoptosis (Fas/CD95/AP0-1) 7-1°. Lo cual sugiere que una de las
funciones de Tax es estimular la produccion de EROs que son
necesarias para la activacion de NF-kB . Este hecho ha sido
corroborado con la adicion micromolar del antioxidante
ditiocarbamato pirrolidina a células Jurkat T donde se suprimié la
activacion de NF-kB y fue afectada también la transactivacion del

virus por Tax 2.

Experimentos in vitro reportan que una elevada concentracion
de 7,8 -dihidroneopterina amplifica la actividad de Tax, pudiendo
influir en una estimulacion de la apoptosis y en la alteracion del
estado redox 3, estas y otras evidencias corroboran la vinculacion del

estrés oxidativo con la patogénesis de las enfermedades virales 46,

Teniendo en cuenta que la infeccion por HTLV-I es endémica
en el area del Caribe, en Cuba se han realizado varios estudios de
vigilancia seroepidemiolégica. Desde 1978 hasta 1991 se estudiaron
3031 personas y dos resultaron seropositivas, lo que correspondid
a un indice de seropositividad de 0.065%. Ello motivé a estandarizar
un ELISA para la deteccion de anticuerpos VLTH-I/II y de un ensayo

de inmunoelectrotransferencia (Western Blot) para su confirmacion.

Hasta el 31 de diciembre de 1997 se habian estudiados 29 423
personas y 13 de ellas se diagnosticaron como seropositivas al
HTLV-I, para un indice general de seropositividad de 0,044%, que

es bajo con respecto al area’8,

Motivados por estas evidencias se evaluaron marcadores del
estado redox (grupos sulfhidrilos no proteinicos (GSH), grupos
sulfhidrilos totales (TSH), malondialdehido (MDA), potencial de
peroxidacion (PP) y cuantificar las subpoblaciones de linfocitos
CD4+ y CD8+ y el marcador de activacion CD25 en pacientes
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seropositivos al HTLV-I asintomaticos y compararlo con los
resultados de la evaluacién de estos marcadores en individuos
sanos y obtener una evaluacion integral del estado tdxico-
metabolico de estos individuos y de la extension del proceso de

estrés oxidativo en el estado asintomatico de la enfermedad.

Materiales y métodos

Se emplearon muestras de suero y sangre de 9 pacientes asintomaticos
infectados con HTLV-I cuyo intervalo de edad es de 36-53 afos.
De los estudios epidemioldgicos realizados se pudo concluir que
cuatro de ellos adquirieron la infeccion por via de transfusiones de
sangre y cinco por relaciones sexuales con seropositivos. El inter-
valo de tiempo de contagio es de 8-12 afios al momento de la
toma de muestra. También se colectaron muestras de suero y sangre
de 10 individuos supuestamente sanos, seronegativos al HTLV-I,
cuyo rango de edad fue similar al de los pacientes seropositivos.
Todos los individuos seleccionados para el estudio estuvieron de
acuerdo en su participacion mediante la firma de un consentimien-
to informado. Los procedimientos desarrollados estuvieron de acuer-
do con las normas éticas del Comité Cientifico y de Etica del Insti-

tuto Pedro Kouri, de Cuba.

Este grupo de pacientes constituye el total de seropositivos
existentes en el pais al momento de la toma de muestra. Las
muestras de sangre fueron colectadas en EDTA y las muestras de
suero fueron almacenadas en congelacion a -70° C hasta su
procesamiento. Para la cuantificacion de TSH y GSH se empled una
modificacion de la técnica descrita por Sedlak y Lindsay (1968)

que utiliza el reactivo de Ellmans!®2°,

EL malondialdehido (MDA) se determiné afiadiendo a 200
pL de muestra 650 pL de una solucién recién preparada compuesta
por 38 mg de n-metil 2 fenil indol en 18 mL de acetonitrilo y 6 mL
de metanol. La mezcla se agito y se le afiadio 150 pL de acido
clorhidrico (HCL), luego se agito, se incubé a 45° C durante 40 min.
Después de este tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
centrifugd a 300 g durante 15 minutos y se leyo a 586 nm en un

espectrofotometro (Pharmacia) 2.

Para la determinacion de la susceptibilidad a la peroxidacion
lipidica (PP), se incubaron muestras de suero con una solucioén de
sulfato de cobre II (2mM, concentracion final) a 37° C por 24 h. El
PP se estim¢6 sustrayendo del valor de concentracion de MDA

determinado a las 24 horas el obtenido al tiempo cero 2

Se realizé un estudio de subpoblaciones de linfocitos T
cooperadores (CD3+/CD4+) y linfocitos citotoxicos (CD3+/CD8+)
en sangre total destruyendo previamente a los eritrocitos, para lo

que se emplearon reactivos Becton Dickinson (BD) Tri Test ™ CD3,



CD45, CD4 y CD3, CD45, CD8 respectivamente. La determinacion de
(D25 se realizd con el reactivo (D25 (anti-IL-2R) (BD). El estudio
se realiz6 en un citometro de flujo modelo FACScan (Becton
Dickinson Immunocitometry System), el cual fue preparado para el
analisis de las muestras, empleandose para este fin, perlas de
calibracion (BD) Calibrite ™ 3. De esta forma se verifico el ajuste de
detectores y se comprobd la sensibilidad del equipo. Finalmente se
verifico que cada muestra cumpliera con los criterios necesarios de

calidad 2324,

Analisis estadistico

Se empled el método de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.
La prueba de la minima diferencia de Fisher fue realizada para
determinar las diferencias entre cada grupo, cuando el analisis de
comparacion fue significativo. Las diferencias fueron consideradas
significativas cuando p<0,05. Todos estos parametros fueron
evaluados en el programa STATISTICA (1993) 2.

Resultados

Los valores de la determinacion de los marcadores inmunoldgicos
para cada grupo se muestran en los Cuadros 1y 2 asi como la

comparacion estadistica en la figura 1.

Desde el punto de vista cuantitativo, el analisis de las medias
de los valores de CD3 y CD8 entre las poblaciones de portadores e
individuos supuestamente sanos (Figura 1), reveld que existen
diferencias significativas, a pesar de que sus medias se corresponden
con los valores de referencia (Cuadro 1y 2). Los valores del marcador
de activacion CD25 se encuentran por encima del intervalo de

referencia segin la edad para el grupo de pacientes (Cuadro 2). La
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Figura 1. Valores relativos de subpoblaciones linfocitarias en
pacientes seropositivos al HTLV-I e individuos sanos.

Leyenda: HTLV-I: grupo de 9 pacientes seropositivos al HTLV-I
Control: grupo de 10 individuos sanos. Las barras representan la
media de los valores relativos de las subpoblaciones linfoides CD3,
(D4, CD8, CD25 y la desviacion estandar.

El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05) en la
comparacion de las medias del grupo de pacientes con respecto al
control.

Cuadro 1: Valores relativos de subpoblaciones linfoides en

individuos sanos.

Individuos CD3 % CD4 % CD8 % CD25 %
1 58.00 45.21 17.15 2.40
2 61.00 5740 13.20 1.73
3 59.00 44.00 15.00 2.60
4 63.00 45.00 14.30 4.50
5 55.00 43.10 13.60 4.26
6 54.71 57.71 15.11 3.18
7 57.00 4740 14.20 2.00
8 61.49 52.61 13.00 1.90
9 56.30 50.82 14.00 2.30
10 57.15 45.13 13.76 241
VR 55-84 31-60 13-41 <5

VR: valores de referencia segtin la edad *.

Cuadro 2: Valores relativos de subpoblaciones linfoides en

pacientes seropositivos al HTLV-1.

Pacientes CD3 % CD4 % CDS8 % CD25 %
1 69.00 53.73 33.08 25.02
2 76.00 51.44 2642 17.52
3 75.00 46.00 34.00 12.59
4 80.00 57.00 33.60 33.80
5 75.90 47.40 33.60 24.18
6 76.28 44.71 32.75 19.27
7 72.50 44.06 31.70 14.51
8 71.84 43.00 36.80 7.14
9 81.00 44.13 33.00 10.60
VR 55-84 31-60 13-41 <5

VR: valores de referencia segtin la edad *.

comparacion de medias entre el grupo seropositivo a HTLV-I y el
control (Figura 1), muestra que existe diferencia significativa en

esta subpoblacién linfocitaria.

El fenotipo T CD4 en los individuos seropositivos tuvo valores
que se encuentran en el rango establecido como normal y la
comparacion de las medias respecto a la poblaciéon control no
manifestd diferencias significativas. Los valores de la determinacion
de los marcadores del estado redox para cada grupo se muestran en

los Cuadros 3y 4.
La media de la concentracion de grupos TSH en el plasma de los

pacientes es ligeramente inferior al grupo control, aunque no

presentan diferencias significativas (Cuadros 3 y 4).

BIOQUIMIA VOL. 27 No. 2, 26-31, 2002
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Cuadro 3: Marcadores de estado redox en individuos sanos.

Individuos SHT pg/mL GSH pg/mL MDA uM PP

1 300.35 230.74 0.73 4.63
2 189.41 170.13 0.69 6.50
3 250.23 207.62 0.38 4.23
4 241.31 218.70 0.47 5.18
5 185.50 178.59 0.70 6.22
6 208.10 200.50 0.36 5.39
7 264.62 186.73 0.72 6.43
8 227.68 220.12 0.54 4.27
9 146.43 200.75 0.62 6.75
10 274.84 221.34 0.41 4.54

Media Control 229.24+80.43 202.08+28.65 0.52+0.21 5.24%1.19

SHT: grupos sulfhidrilos totales, GSH: grupos sulfhidrilos no
protefnicos- glutatiéon, MDA: malondialdehido ~ PP: potencial de
peroxidacién. Los resultados se muestran como medias + desviacién
estandar (DE).

En la determinacion de grupos sulfhidrilos no proteinicos cuyo
componente mayoritario es el GSH, se observd que en todos los
pacientes este compuesto se encontraba disminuido en el suero y
la diferencia fue significativa entre la media del grupo HTLV-I y el
control (Cuadro 4).

Los valores de MDA estan incrementados en los pacientes
seropositivos estudiados. EL analisis de las medias de las dos
poblaciones reveldo que existe diferencia significativa. Estos
resultados sugieren una elevada peroxidacion lipidica, que se

justifica por la formacion del derivado toxico formado (Cuadro 4).

En la determinacion del PP, que es inversamente proporcional
a la capacidad antioxidante en el suero, los resultados muestran
diferencias significativas entre las poblaciones comparadas. EL grupo
de pacientes seropositivos presentd valores elevados respecto al
control lo cual sugiere una baja capacidad antioxidante del suero
en los individuos infectados. Este resultado conjuntamente con el
incremento del dafio oxidativo a lipidos revela la existencia de un
estado de estrés oxidativo, por la generacién de especies reactivas
de oxigeno (ERO).

Discusion

EL incremento de los valores relativos de linfocitos T CD8+ sugiere
que existe una activacion de linfocitos T citotdxicos, principales
protagonistas en la respuesta inmune celular frente a virus y la

produccion de citocinas proinflamatorias que influyen, conjunta-
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Cuadro IV: Marcadores de estado redox en pacientes
seropositivos al HTLV-L.
Pacientes SHT pg/mL GSH pug/mL MDA uM PP

1 201.59 106.06 1.30 24.91
2 193.29 113.64 212 23.53
3 197.61 106.06 1.68 29.38
4 168.05 136.36 1.20 24.86
5 251.74 102.27 3.20 21.96
6 244.10 117.42 2.00 16.79
7 162.07 109.85 0.82 17.86
8 186.32 117.42 2.66 22.37
9 208.24 106.06 1.14 20.29

Media HTLV-L 201.44+30.35 112.79+10.33 1.79+0.77 22.43%3.85
Media Control 229.24+80.43 202.08+28.65 0.52+0.21 5.24%1.19
p 0.1457 0.0001 0.0001 < 0.0001

SHT: grupos sulfhidrilos totales, GSH: grupos sulfhidrilos no
proteinicos- glutation, MDA: malondialdehido PP: potencial de
peroxidacién.

Los resultados se muestran como medias * desviacién estindar.
La p resulta de la comparacién de la media de los pacientes con

respecto al control (ver materiales y métodos para detalles).

mente en la estimulacion de la via CD3/TCR, en los mecanismos

oxidativos y en la apoptosis de las células hospederas *°.

Aunque estos pacientes difieren en el tiempo de infeccion, por
los resultados se corrobora que el virus no provoca supresion de
células T, coincidiendo con lo reportado en la literatura, sino que
por el contrario induce linfoproliferacion y su expresion influye en
la manifestacion de moléculas de adhesion; conjuntamente con la
transactivacion de ciertos genes celulares, tales como: el que
codifica para la cadena a del receptor de IL-2 (CD25) y el que
codifica para la IL-2, genes que estén involucrados en la proliferacion
de células T 727:28,

Los grupos sulfhidrilos del plasma tienen una funcidén protectora
importante ya que funcionan como antioxidantes y su disminucion
se ha visto asociada a la oxidacién por la presencia de ERO como:

anion superdxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo.

La presencia de grupos SH oxidados también puede contribuir
a potenciar el estrés oxidativo por la generacion adicional de ERO
dependiente de indices especificos de pH, presencia de metales y
concentracion de SH oxidados. En nuestro caso los resultados
revelan un consumo moderado de estos grupos. Por lo anterior
asumimos la necesidad de profundizar en el estudio de este indicador

caracterizando los mecanismos moleculares que contribuyen a él.



Estudios de esta naturaleza han evidenciado fluctuaciones para las
concentraciones de diferentes tioles corroborando ambas funciones
como antioxidante y como pro-oxidante. Estos valores podrian
estar revelando solapamiento en las fluctuaciones de las diversas

moléculas que no afecta el valor total®.

Al formarse ERO, que dafian tanto a proteinas como a lipidos, el
GSH actGia como molécula antioxidante y se oxida por mecanismos
enzimaticos. Estos resultados pueden indicar no solo que esté
oxidado por exceso de ERO en el medio, puesto que en el proceso
de recuperacion del GSH también intervienen enzimas que son
responsables de la regulacion y el control de la actividad del GSH,
como son la glutation peroxidasa dependiente de selenio (GPx) y
la glutation reductasa (GR). Estas enzimas pueden haber sido blanco
del ataque oxidativo con afectacion de la actividad biolégica lo
que repercutiria en la transformacion del GSH oxidado al estado

reducido®.

Se ha encontrado una estrecha relacion entre la elevacion de
las concentraciones de algunos productos terminales de la
peroxidacion lipidica, la activacion de proto-oncogenes y la

promocién de tumores®.

El papel de la proteina Tax, durante la infeccion despierta
nuevos debates. Por una parte, la expresion del gen Tax induce una
permanente activacion de NF-kB, el cual es un buen marcador de
ERO, que favorece la apoptosis. Esta observacion indica que cambios
en el estado redox intracelular podrian ser un factor determinante
en el dafio al ADN (mediado por Tax), en la apoptosis, y en la
seleccion contra la expresion de la funcion Tax 03!, De estos
resultados podemos especular que el estado pro-oxidante
reconocido in vivo es amplificador de la actividad de Tax y mediador
de la transactivacion de genes celulares como el receptor de IL2
(CD25) que participa de la regulacién y proliferacion de células T
dianas del virus, que puede mediar la transformacion maligna. En
las muestras de los pacientes asintomaticos evaluados se observd
un ligero incremento de la actividad citotoxica caracteristica de la

infeccion por virus enddogenos.

Se conocen las propiedades estimuladoras del virus, como
también el bajo porcentaje de pacientes que tienen manifestaciones
inmunopatoldgicas de la infeccion y no todos los portadores
desarrollan enfermedades asociadas; por lo que la deteccion de
estas alteraciones no indicaria que dichos casos manifestaran el
cuadro clinico relacionado con la infeccion por HTLV-I.
Reconociendo que los pacientes estudiados son asintomaticos seria
interesante dar seguimiento a estos marcadores que no constituyen
indicadores de diagnostico y definir si las alteraciones en los mismos
se relacionan a las manifestaciones clinicas de acuerdo a la progresion

de una u otra de las enfermedades, lo que pudiera contribuir a la

intervencion terapéutica preventiva, asi como al conocimiento de

la fisiopatologia de la enfermedad.
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