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RESUMEN

Antecedentes: El rol de los linfocitos T CD4 polifuncionales (Tpor) en  tuberculosis
latente de tuberculosis (LTBIi) o HTLV-1 no esta claramente definido. Objetivo:
Describir la frecuencia de linfocitos Tpo en pacientes LTBi o HTLV-1. Métodos:
Cinco pacientes con LTBI, 7 pacientes asintomaticos con HTLV-1 y 9 controles
sanos fueron enrolados en este estudio. Células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) de pacientes con LTBi fueron estimuladas con PPD. PBMCs de pacientes
con HTLV-1 fueron estimuladas con PHA. Mediante citometria de flujo, se midio
la frecuencia de Tpo productores de IFN-y, TNF-o y/o IL-2. Resultados:
Comparado con controles sanos, se observd una mayor frecuencia basal de
linfocitos Tpo TNF-of IL-2" en pacientes con HTLV-1 (0.0125% y 0.0006%
respectivamente, p = 0.02). Tras estimulacion con PPD, pacientes con LTBI
presentaron mayor frecuencia de Tpo TNF-a* IL-2" (0.1086%) comparado con
controles sanos (0.0292%) (p = 0.02). No se observo una diferencia significativa en
la frecuencia total de linfocitos Tpol en pacientes HTLV-1 comparado con controles
sanos (0.0217% y 0.0019% respectivamente, p = 0.06). Se encontr6 una diferencia
significativa en la frecuencia total de linfocitos Tpol entre pacientes LTBi y controles
sanos tras estimulacion con PPD (0.3240% y 0.0810% respectivamente, p = 0.03).
Conclusién: La mayor frecuencia de linfocitos Tpo €n pacientes con LTBi indica
un rol inflamatorio importante en la respuesta anti-tuberculosis, mediada
principalmente por el subtipo TNF-a* IL-2". En pacientes con HTLV-1, la infeccién
aumenta la frecuencia basal de Tyo Sin afectar la capacidad de produccion de

citoquinas intracelulares.



Palabras claves: linfocitos T polifuncionales, infeccién latente de tuberculosis,

HTLV-1, citometria de flujo.



ABSTRACT

Background: The role of polyfunctional T CD4 lymphocytes (Tpo) in latent
tuberculosis infection (LTBi) or HTLV-1 has not yet been elucidated. Objective:
Determine the frequency of Tpo lymphocytes in patients with LTBi or HTLV-1.
Methods: Five patients with LTBIi, 7 asymptomatic patients with HTLV-1 and 9
healthy controls were enrolled in this study. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from LTBi patients were stimulated with PPD. PBMCs from HTLV-1
patients were stimulated with PHA. Frequencies of IFN-y, TNF-o and/or IL-2-
producing Tpo Were assessed by flow cytometry. Results: There was a higher basal
frequency of TNF-a* IL-2" Tpo in patients with HTLV-1 than in healthy controls
(0.0125% and 0.0006% respectively, p = 0.02). There was a higher frequency of
PPD-stimulated TNF-o" IL-2" Tpo in LTBi patients than in healthy controls
(0.1086% and 0.0292% respectively, p = 0.02). There was no significant difference
on overall Tpo frequency between HTLV-1 patients and healthy controls (0.0217%
and 0.0019% respectively, p = 0.06). After PPD stimulation, overall Tyo frequency
was significantly higher in LTBi patients than in healthy controls (0.3240% and
0.0810% respectively, p = 0.03). Conclusion: Higher Tyo frequency among LTBI
patients suggests a key inflammatory role of this subset in anti-tuberculosis immune
response, mediated mainly by the TNF-a* IL-2" subset. In patients with HTLV-1,
viral infection induces a higher Tyo frequency without affecting production capacity

of intracellular cytokines.

Keywords: polyfunctional T lymphocytes, latent tuberculosis infection, HTLV-1,

flow cytometry



I. INTRODUCCION

El Pert, considerado epidemiol6gicamente como area endémica de tuberculosis
(TB), presenta una de las tasas de incidencia mas altas en América Latina. En 2020,
se estimd en el Perd una tasa incidencia notificada de 116 por cada 100 mil
habitantes (Fuente: Global Tuberculosis Report 2020, Organizacion Mundial de la
Salud); sin embargo, en el departamento de Lima se report6 una tasa de incidencia

de 117 por cada 100 mil habitantes, un valor 11.6 veces mayor a la tasa nacional.

HTLV-1 es un retrovirus humano distribuido globalmente y con zonas endémicas
en América Central y del Sur. En el Per, estudios epidemioldgicos han confirmado
su endemicidad [1, 2]. Se estima que la prevalencia de HTLV-1 en el Per0 es del 1-
3% segun la poblacién estudiada; en donantes de sangre se encontrd una prevalencia
de HTLV-1 del 1.2% [1] mientras que en mujeres embarazadas la prevalencia
aumentaba hasta 2.5% [3]. Entre la poblacién infectada por HTLV-1,
aproximadamente un 90% no manifiesta sintomas clinicos durante su vida; sin
embargo, la infeccion por HTLV-1 puede avanzar y provocar enfermedades como
paraparesia espastica tropical (PET) o linfoma de células T de adulto (ATL).
Ademas, la inmunosupresion causada por HTLV-1 puede aumentar el riesgo de

infeccion de enfermedades oportunistas como TB y Strongyloidiasis [4].

Estudios a nivel inmunoldgico han establecido el rol central de los linfocitos T CD4
y la citoquina IFN-y en la respuesta inmune especifica contra M. tuberculosis (Mtb)
y el control de la enfermedad en general [5, 6]. Los linfocitos T CD4, ademas de
producir IFN-y, son importantes en la induccion de apoptosis de células infectadas
por M. tuberculosis a través de otras citoquinas como TNF-a e IL-2 [5]. Por lo tanto,

IFN-y es un componente necesario mas no suficiente en la proteccion contra M.



tuberculosis, dependiendo el organismo de otros mecanismos mediados por otras
citoquinas. La produccion de IFN-y depende principalmente de linfocitos T CD4,
CD8+ y natural killers (NK cells); sin embargo, estudios preliminares sugieren que
es la produccion temprana de IFN-y por linfocitos T CD4 y la sucesiva activacion

de macroéfagos lo que determina el resultado de la infeccién [6].

Asimismo, resulta contradictorio como HTLV-1 podria asociarse con mayor
severidad clinica en pacientes co-infectados con M. tuberculosis, a pesar de
condicionar una mayor proliferacién de linfocitos T CD4 y una mayor produccion
basal de IFN-y. Alternativamente, se ha postulado que una proliferacion excesiva
de linfocitos T podria provocar un exceso de inflamacion debido a una

sobreproduccion de IFN-y.

La respuesta contra M. tuberculosis no incluye Unicamente a linfocitos T
productores de un tipo de citoquina. En dicha respuesta especifica, estudios
recientes han demostrado la presencia de linfocitos T polifuncionales (T pol), Capaces
de secretar diferentes tipos de citoquinas simultaneamente[7—11]. Estudios previos
en modelos animales apuntaban a un rol de Tpol en la proteccién inmunitaria contra
M. tuberculosis [7, 8]. En 2007, un estudio demostré que tanto pacientes como
ratones vacunados con el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), la Gnica vacuna contra
TB implementada mundialmente, la poblacion mayoritaria de linfocitos estaba
formada por linfocitos T polifuncionales [8]. Sin embargo, la funcion de los
linfocitos Tpol cOmo mediadores de la respuesta anti-TB aun no se ha aclarado. En
estudios en infantes y adolescentes, la frecuencia de Tpo N0 aumento luego de ser

vacunados con BCG [12, 13]. Ademas, la proliferacion de Tpo en la respuesta



especifica contra BCG no es un indicador claro de inmunidad contra TB, pudiendo

indicar inflamacién inducida.

Estudios méas recientes sugieren una correlacion entre la presencia de Tpo Y la
enfermedad activa por M. tuberculosis [10, 11]. La hipétesis de una asociacion entre
laaccion de Tpol y TB se basa en: (1) pacientes con TB activa presentaron una mayor
frecuencia de Tpo CON respecto a pacientes con infeccion latente de tuberculosis
(LTBI) o sanos [10] y (2) la respuesta polifuncional en pacientes con TB disminuye
después del tratamiento estandar contra M. tuberculosis [11]. Entonces, el
incremento de Tpo 3+ (IFN-y* TNF-o IL-2%) y 2+, que incluye cualquier
combinacion IFN-y, TNF-o o IL-2, modularia la intensidad de la respuesta
inflamatoria y de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, Hutchinson et al
describieron que el subset de Tpo CD154" TNF-a" IFN-y* IL-2" se encontraba con

mayor frecuencia en pacientes con LTBIi que en pacientes con TB activa [14].

En el caso de la infeccion por HTLV-1, la actividad de linfocitos polifuncionales
aun no ha sido estudiada detenidamente. Leal et al reportaron un aumento en la
frecuencia de polifuncionales 2+ tanto en pacientes con PET como en portadores
asintomaticos de HTLV-1 [15]. La proliferacion de linfocitos T CD4 y CD8
inducida por HTLV-1 concuerda con la mayor respuesta linfocitaria y el aumento
de Tpoi. Los resultados del estudio indicado [15] se alinean a un mecanismo basado
en una proliferacion de linfocitos defectivos, descrito en HTLV-1 [16-18]. Al
afectar principalmente a linfocitos T CD4, HTLV-1 aumenta su tasa de
proliferacion y altera su funcién [16]. A diferencia de otros retrovirus como el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) que provoca una disminucion en la

poblacion de linfocitos T CD4, HTLV-1 aumenta significativamente los niveles de



linfocitos T CD4 y CD8 [17]. Sin embargo, el aumento de la poblacién linfocitaria
no condiciona una mejor respuesta inmune contra patdégenos, sino que puede
inducir enfermedades linfoproliferativas como ATL o de tipo autoinmune como

PET [18].

Nuestra hipotesis es que los pacientes con tuberculosis latente (LTBI) presentaran
una mayor frecuencia de Tpo que pacientes sanos al ser estimulados con PPD.
Asimismo, postulamos que la frecuencia basal de Tpol Serd mayor en pacientes con
HTLV-1 que en controles sanos debido a la proliferacién linfocitaria inducida por

HTLV-1.



Il. OBJETIVOS
Objetivo general

Describir la frecuencia de linfocitos T polifuncionales en pacientes sanos, con

tuberculosis latente (LTBI) o con infeccién por HTLV-1.
Objetivos especificos

1. Determinar las frecuencias basales e inducidas, mediante el estimulo con PPD,
de linfocitos T polifuncionales especificos contra M. tuberculosis en pacientes

con tuberculosis latente y controles sanos.

2. Determinar la frecuencia basal de linfocitos T polifuncionales y su capacidad
de proliferacién tras estimulacion con fitohemaglutinina (PHA) en pacientes

con HTLV-1y controles sanos.
I1l. MATERIALES Y METODOS
1. Disefio del estudio

Estudio de caracter experimental realizado en el Instituto de Medicina Tropical

(IMT) “Alexander von Humboldt”.
2. Poblacion estudiada

Para este estudio se consideraron muestras criopreservadas originalmente obtenidas
en el estudio “Respuesta Inmune a la Co-Infeccién por HTLV-1 y Tuberculosis”
(SIDISI: 63921). Los participantes fueron primariamente reclutados de la cohorte
de pacientes con HTLV-1 del IMT “Alexander von Humboldt”. Adicionalmente,
para el grupo de controles sanos y el grupo de LTBs sin HTLV-1, el estudio 63921

incluyé a familiares del primer grupo sin infeccion por HTLV-1. . El criterio de



inclusién principal fue tener una edad de 18 a 65 afios. Los criterios de exclusion
fueron los siguientes: historia de tratamiento previo para TB activa, presencia de
sintomas compatibles con TB activa. Los sintomas compatibles con TB activa se
definieron de la siguiente manera: presencia de tos por 2 0 mas semanas, y/o
presencia de sudoracion nocturna, y/o baja de peso mayor a 5% del peso corporal
en los dltimos 3 meses. Un total de 41 participantes fueron enrolados en el estudio
63921 y los PBMCs de cada participante fueron criopreservados al momento del

enrolamiento. Nuestro estudio utiliz6 estas muestras de PBMCs criopreservadas.
Definicion de grupos de estudio
Grupo LTBI

Pacientes con prueba de QuantiFERON-TB Gold positiva sin sintomas de TB activa
(definidos en la seccion anterior). Para descartar co-infeccion por HTLV-1, todos

los pacientes incluidos tenian una prueba de carga proviral de HTLV-1 negativa.
Grupo HTLV-1

Pacientes con prueba de carga proviral de HTLV-1 positiva. Para descartar co-
infeccion por TB, todos los pacientes incluidos tenian una prueba de

QuantiFERON-TB Gold negativa.
Grupo control

Pacientes con prueba de carga proviral de HTLV-1 y QuantiFERON-TB Gold

negativas, sin historia de infeccion previa de TB.

3. Disefio muestral



Grupo Descripcion

Pacientes con infeccion de tuberculosis
Grupo LTBI: 5 sujetos
latente (LTBI) sin HTLV-1

Pacientes con HTLV-1 sin infeccion de
Grupo HTLV-1: 7 sujetos
Tuberculosis latente (LTBI)

Grupo control: 9 sujetos Controles sanos

4. Variables de estudio

Los diferentes subtipos de poblaciones de linfocitos han sido definidos en base al
Mean Fluorescence Intensity (MFI) de marcadores de superficie e intracelulares.
De acuerdo con cada poblacién, se definird un umbral de MFI para establecer si hay

expresion de cada marcador.
Linfocito T CD4

Linfocitos T CD4 se definen en citometria de flujo como CD3* CD4" dentro de la

ventana de linfocitos.
Linfocitos T polifuncional

Linfocitos T polifuncionales (Tpoi) son un subtipo de T CD4 y se definen en
citometria de flujo como CD3" y la produccion de > 2 citoquinas intracelulares

(IFN-y, TNF-a, IL-2).

Linfocitos Tpor 3+ indican tincion positiva para IFN-y, TNF-o y IL-2. Linfocitos

Tpol 2+ indican produccion de 2 citoquinas intracelulares.

Linfocito T CD8



Linfocitos T CD8 y se definen en citometria de flujo como CD3*CD8* dentro de la

ventana de linfocitos.
5. Procesamiento de las muestras
Ensayos de laboratorio in-vitro

El método de descongelacion de células criopreservadas en nuestro estudio siguio
procedimientos de descongelacion ya realizados en el IMT [19]. Los viales fueron
descongelados rapidamente mediante inmersion en bafio maria a 37 °C y lavados 2
veces en medio RPMI-1640 10% FBS (500g, 15 min). Realizada la resuspension,
se contaron las células y se evalu6 su viabilidad utilizando azul de tripano. Las
células fueron transferidas a placas de cultivo y se cultivaron en RPMI-1640 10%

FBS por 24 horas (37°C, 5%CO).
Estimulacion de PBMCs con PPD o PHA

Se colocaron los PBMCs en placas PDVF a una concentracion de 2,5 x 10°
células/pozo. En pacientes con LTBI y controles, la respuesta especifica contra M.
tuberculosis se evalu6 utilizando PPD (10 ug/ml). En cada paciente se utiliz una
muestra adicional de PBMCs sin adicion PPD para evaluar la frecuencia basal de
linfocitos Tpo. Luego de la colocacién de PPD en cada pozo, se dej6 la muestra
incubando por un tiempo de 48 horas para facilitar la produccién de citoquinas
especificas contra TB. Las muestras que no incluyeron PPD fueron incubadas en

medio completo por 48 horas.

Los PBMCs de pacientes con HTLV-1 fueron incubados por seis horas con

fitohemaglutinina (PHA, 1 ug/ml). PHA es un compuesto que estimula la



proliferacion de linfocitos a través de la activacion de la mitosis y permite evaluar

la capacidad de produccién de citoquinas.
Cuantificacion de linfocitos T polifunciones por citometria de flujo

La tincion de superficie y de citoquinas intracelulares se realizd siguiendo el
protocolo adjunto mencionado anteriormente (Anexo 1). Previo a la tincion de
superficie, se realiz6 una tincion de viabilidad con el marcador Live/Dead™. Luego
se realizo la tincion de marcadores de superficie anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. A
continuacion se marcaron intracelularmente las citoquinas IFN-y, TNF-a y IL-2

siguiendo el protocolo.

Completado el proceso de tincion, la adquisicion de las células se realizo en el
citometro de flujo FACSCanto Il. La produccién de citoquinas intracelulares se
cuantifico a través del MFI. Cuando un marcador (de superficie o intracelular)
presentaba un MFI mayor al valor umbral establecido, esa célula se consideraba
como positiva para la expresion de ese marcador. El analisis de datos se llevo a
cabo mediante el software FlowJo v10. Al menos 0.2 millones de eventos se

adquirieron en cada muestra.

El proceso de adquisicion de datos mediante citometria de flujo y el posterior
analisis de datos se realiz6 a ciegas, sin conocer a qué grupo de estudio

correspondian las muestras que se estaban procesando.
6. Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva para el analisis de caracteristicas demogréaficas

(edad y sexo). En el andlisis descriptivo, variables cualitativas se evaluaron



mediante frecuencia y variables cuantitativas mediante medianas y rangos

intercuartil.

Para el andlisis de variables categoricas entre grupos se utilizé la prueba exacta de
Fischer. Comparacion de variables cuantitativas se realiz6 mediante pruebas no
paramétricas. Se comparo la frecuencia de linfocitos Tpo entre pacientes LTBi y
controles sanos o pacientes HTLV-1 y controles sanos mediante la prueba U de
Mann-Whitney. La comparacion de > 3 grupos como el porcentaje de CD4 o CD8
entre los grupos control, LTBi y HTLV-1 se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-
Wallis. El andlisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism 9. Valores
de p < 0.05 fueron considerados significativos, sin considerarse ajustes para

comparaciones multiples.
7. Aspectos éticos

Nuestro estudio utiliz6 PBMCs criogenizados separados de pacientes enrolados
para el estudio 63921. Este estudio cuenta con aprobacion vigente por el Comité

Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la UPCH (R-0260-43-21).
IV. RESULTADOS

Un total de 21 pacientes fueron incluidos en el analisis final de nuestra
investigacion, divididos en 3 grupos (Tabla 1). Se incluyeron 7 pacientes en el
grupo de HTLV-1 (7/21, 33%), 5 pacientes en el grupo LTBi (5/21, 24%) y 9
pacientes en el grupo control (9/21, 43%). La edad mediana en el grupo HTLV-1
fue 54 (RIQ 27), mientras que fue 36 (R1Q 12) y 34 (RIQ 16.5) en los grupos LTBI
y grupo control, respectivamente. Se encontr0 una diferencia de edades

significativa entre los 3 grupos (p = 0.01), principalmente debido al grupo HTLV-
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1. De 21 pacientes, 12 pacientes (57%) fueron de sexo masculino; sin embargo,
86% (6/7) pacientes en el grupo HTLV-1 fueron mujeres, mientras que 0% (0/5) y

33% (3/9) lo fueron en los grupos de LTBI y grupo control, respectivamente.

Al analizar la frecuencia basal (sin estimulacion) de linfocitos T CD4, no se
encontré diferencia significativa entre los grupos HTLV-1, LTBi y control;
tampoco se encontré diferencia en la frecuencia de linfocitos T CD4 sobre la
poblacion total al estimular las células con PPD o PHA (Tabla 2). Al estudiar la
frecuencia de linfocitos T CD8, se encontrd una diferencia significativa entre los
grupos control, HTLV-1 y LTBi ante la estimulacion con PPD. En este caso, se
observo una mayor frecuencia de linfocitos CD8 en el grupo control (17.13%) en
comparacioén al grupo HTLV-1 (12.37%) y el grupo LTBi (12.37%) (p = 0.03)

(Tabla 2).

En la figura 1, se detalla la media valores minimo y maximo de frecuencia basal de
linfocitos productores de citoquinas intracelulares en pacientes HTLV-1y controles
sanos. (Figura 1) No se observo una diferencia significativa en la frecuencia basal
de linfocitos productores de una sola citoquina al comparar el grupo HTLV-1 con
controles sanos (Tabla 3). La frecuencia de linfocitos Tpo TNFa™ IL-2" fue 22 veces
mayor en pacientes con HTLV-1 que en controles sanos (0.0125% vs. 0.0006%, p
= 0.02). Se obtuvieron frecuencias basales similares de linfocitos productores de

citoquinas intracelulares, incluidos los Tpol, €n pacientes LTBi y controles sanos.

Al estimular las células con PPD, la frecuencia de linfocitos Tpo TNF-a" IL-2* fue
3.7 veces mayor en el grupo LTBI (0.1086% vs. 0.0292%, p = 0.02) (Tabla 4). Tras
estimulacion con PPD, no se observd una diferencia significativa en la frecuencia

de linfocitos TNF-o* (0.8280% vs. 0.2200%, p = 0.07), IFN-y* TNF-a* (0.1468%

11



vs. 0.0295%, p = 0.05) y triples positivos IFN-y" TNF-a* IL-2* (0.0676% vs.

0.0206%, p = 0.06) entre pacientes con LTBi y controles sanos.

Al estimular las células con PHA, pacientes con HTLV-1 y controles sanos

presentaron una similar frecuencia de linfocitos productores de citoquinas.

Al analizar la frecuencia total de linfocitos Tpol (Sumatoria de las frecuencias de los
4 subgrupos 2+ y el subgrupo 3+), no se encontrd diferencia entre pacientes HTLV-
1y controles sanos de manera basal o con estimulacion con PHA (p = 0.06y p =
0.87 respectivamente) (Tabla 5). Tras estimulacion con PPD, el grupo LTBI
presentd una frecuencia total de Tpo cuatro veces mayor que la de los controles

sanos (0.3240% vs. 0.0801%, p = 0.03) (Tabla 6).
V. DISCUSION

En nuestro estudio, encontramos una mayor frecuencia de linfocitos Tpo TNF-a*
IL-2" y una mayor frecuencia total de Tpol en pacientes con LTBi que en controles
sanos. La mayor frecuencia de este subtipo de linfocitos en la infeccion latente
podria sugerir su rol como gestor de inflamacién méas que un rol de proteccién. Con
respecto a HTLV-1, aunque la frecuencia basal de linfocitos Tpo TNF-a* IL-2* fue
mayor que en controles sanos, su capacidad de produccidon de citoquinas
intracelulares no se vio alterada. Nuestros hallazgos sugieren que el aumento en la
frecuencia basal de Tpo en HTLV-1, probablemente observada como mediador de
inflamacion, no alteraria la capacidad de produccion de citoquinas de este subtipo

de linfocitos.

La mayor frecuencia de linfocitos Tpor TNF-a IL-2" en pacientes LTBi que en

controles sanos tras estimulacion con PPD ha sido también reportada por Qiu et al.
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[10] En su estudio, Qiu et al evaluaron las poblaciones de linfocitos Tpo €n tres
grupos de pacientes sin HTLV-1: pacientes sanos, pacientes con tuberculosis latente
(LTBI) y pacientes con tuberculosis activa. En concordancia con nuestros
resultados, ellos publicaron un aumento significativo en la frecuencia del subset de
Toor TNF-a™ IL-2% en pacientes LTBI tras estimulacion con PPD. Ademés, la
frecuencia promedio del subgrupo de linfocitos T CD4" TNF-a" IL-2" en pacientes
LTBi descrita por ellos fue cercana a la nuestra (0.1086% por nosotros y ~ 0.1%
por ellos). Similar a nuestro estudio, Qiu et al estimularon los PBMCs con un lisado
derivado de M. tuberculosis, lo cual refuerza la solidez de nuestros resultados.
Adicionalmente, Qiu et al midieron la frecuencia de linfocitos Tpo €n pacientes con
TB pulmonar activa y la compararon con los grupos anteriores. Pacientes con TB
activa presentaron ain mayor frecuencia de linfocitos polifuncionales comparado
con el grupo LTBI y controles sanos. EI aumento progresivo de las frecuencias de
Tpol €n LTBI con respecto a pacientes sanos, y en TB activa con respecto a LTBi
brinda mayor solidez a la hip6tesis que postula a los Tpo como gestores de
inflamacion, los cuales podrian tener un rol en la progresion a la enfermedad activa.

[10]

Estudios adicionales también han descrito un aumento en los niveles de linfocitos
Tpol €0 pacientes con tuberculosis activa o latente [7, 11, 20]. Sin embargo, Lichtner
et al describieron una mayor frecuencia de linfocitos Tpo en pacientes LTBI
comparado con pacientes con TB activa; los pacientes en ambos grupos no tenian
infeccion con HTLV-1. En su estudio, Lichtner et al reportaron una mayor
frecuencia en los subtipos CD4* IFN-y* TNFa" IL-2* y CD4" IFN-y* IL-2" en

pacientes LTBI [21]. Comparado con nuestro estudio y el de Qiu et al, Lichtner et
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al no compararon la sumatoria de todos los subtipos de linfocitos Tpol entre grupos
de pacientes, Unicamente evaluaron individualmente a cada subtipo de Tpol.
Ademas, el proceso de estimulacion de PBMCs fue diferente al nuestro, utilizando
antigenos especificos para tuberculosis (ESAT-6, CFP-10, TB7.7) en lugar de PPD.
Nosotros recomendamos realizar un sub-analisis de los resultados segln la carga
bacilar de M. tuberculosis de cada paciente, la cual podria ser un potencial factor

confusor.

En nuestro estudio, la frecuencia de linfocitos productores de una sola citoquina
(IL-2%, TNFa" o IFN-y") no presentd grandes variaciones entre pacientes LTBi y
controles (Tabla 4). Al contrario, la frecuencia de linfocitos Tpo mostro6 mayores
variaciones, indicando adicionalmente potencial como herramienta diagnostica para
clasificar paciente como sanos o LTBi. Lichtner et al encontraron similares
hallazgos [21]. Luego de analizar la frecuencia de linfocitos T CD4" IL-2" TNFa*
IFN-y* en pacientes con TB activa y latente, ellos reportaron que utilizando un
punto de corte de 0.182% de linfocitos de este subgrupo, se podia diferenciar a
pacientes con LTBI de aquellos con TB activa con una sensibilidad y especificidad
del 77.78% y 70%, respectivamente (p = 0.0002). Por lo tanto, la frecuencia de
linfocitos Tpol sirve como potencial herramienta diagnostica para diferenciar grupos

de pacientes.

El rol de los linfocitos Tpo en el tratamiento de LTBi ha sido descrito previamente
por Sauzullo et al [22]. En un analisis de 16 pacientes con LTBi sin HTLV-1y 25
controles sanos, ellos reportaron que pacientes LTBi presentaron una menor
frecuencia de linfocitos Tpo CD4" IFN-y* TNF-o* IL-2" luego de completar

tratamiento profilactico con isoniacida (INH) que pacientes con LTBi que nunca

14



recibieron tratamiento (p = 0.005). Ademas, también se observd una tendencia de
los linfocitos T hacia la produccion de una sola citoquina en pacientes LTBi que
completaron tratamiento. Este estudio brinda mas evidencia a la hipotesis de que
los Tpol son gestores de inflamacion en LTBi y la cura de la infeccion latente,
mediante INH, disminuye los niveles de Tpo y por lo tanto de inflamacion. A pesar
de no ser longitudinal y no evaluar la respuesta a INH en LTBI, nuestro estudio
también reporta una mayor proporcion de linfocitos Tpo en pacientes con LTBI que
en controles sanos, donde la mayoria de produccion de citoquinas ocurre por

linfocitos T productores de una sola citoquina.

Hasta la fecha, nuestro estudio es uno de los primeros en describir la frecuencia
basal de linfocitos Tpo en pacientes con infeccidn asintomética por HTLV-1. La
mayor frecuencia de linfocitos Tpo TNF-of IL-2" aqui descrito se debe
probablemente al mayor estado inflamatorio presente en pacientes con HTLV-1,
aun cuando son asintomaticos (p = 0.03). Hasta la fecha, solamente Leal et al han
analizado la frecuencia de Tpo en pacientes asintomaticos HTLV-1 y con
enfermedades derivadas de HTLV-1 (PET) [15]. Dentro del subtipo de linfocitos T
reguladores (CD4" CD25" CD29"), ellos reportaron una mayor frecuencia de
linfocitos Tpor e€n pacientes con PET comparado con HTLV-1 asintométicos y
controles sanos (p = 0.02). En este caso, el progresivo aumento de la frecuencia de
Tpol €N pacientes sintométicos (PET) se debe principalmente a la falta de regulacion
inducida por HTLV-1. De manera interesante, al evaluar la capacidad de produccion
de citoquinas intracelulares mediante PHA, no encontramos diferencia entre

controles sanos y asintomaticos con HTLV-1. Por lo tanto, la mayor frecuencia
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basal de linfocitos T polifuncionales en HTLV-1 asintomatico no estaria afectando

la capacidad de produccidn de citoquinas intracelulares.
VI. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

La primera fortaleza de nuestro estudio es incorporar el uso de una tincion de
viabilidad (Live/Dead, Thermofisher) para discriminar entre linfocitos vivos y
muertos, los cuales pueden ser falsos “productores” de citoquinas intracelulares. La
segunda fortaleza es el uso de PHA en muestras de pacientes con HTLV-1, lo cual

nos permite evaluar la capacidad de produccion de citoquinas intracelulares.

La primera limitacién de este estudio es centrarse en el subtipo de linfocitos Tpol,
los cuales no representan la respuesta inmune completa contra M. tuberculosis o
HTLV-1. En segundo lugar, el tamafio de muestra utilizado para esta tesis limita la
potencia estadistica de los analisis realizados y no permitiria llegar a diferencias
significativas. Otra limitacion importante son las diferencias en las caracteristicas
demograficas de la muestra. Los tres grupos utilizados en nuestro estudio
(controles, HTLV-1 y LTBi) presentan diferencias significativas en la edad y la
distribucién de sexo de pacientes. Finalmente, este estudio se ha hecho en PBMCs,
no en muestras tisulares. El analisis de PBMCs es, por lo tanto, una manera indirecta
de evaluar los fenémenos inmunes que ocurren en la respuesta contra M.

tuberculosis o HTLV-1

VI1l. CONCLUSIONES

e La mayor frecuencia de linfocitos Tpoi €n pacientes con LTBi sugiere un

probable rol inflamatorio importante en la respuesta anti-TB.
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e Elaumento en la frecuencia basal de Tpoen pacientes HTLV-1 no afecta la

capacidad de produccidn de citoquinas intracelulares.
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IX. TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio.
Informacion entre paréntesis corresponde a la desviacion estandar (edad) o el
porcentaje del total (sexo).

HTLV-1 LTBI Control
(n=7) (n=5) (n=9) P
Edad 52.6 (12.5) 36.4 (6.9) 36.6 (9.5) 0.01
Sexo Masculino 1 (14%) 5 (100%) 6 (67%) -
Femenino 6 (86%) 0 (0%) 3 (33%) -

Tabla 2. Porcentaje de células T CD4 y T CD8 sobre el total de PBMCs. Nil: no
estimulacion. La informacidn entre paréntesis corresponde a la desviacion estandar
de los valores de esa categoria.

% CD4 p % CD8 p

Nil HTLV-1 55.06 (10.18) 0.77 13.21 (5.76) 0.23
LTBi 50.30(13.43) 12.03 (3.56)
Control 51.28 (10.44) 16.62 (4.22)

PPD HTLV-1 52.90(12.47) 0.91 12.37 (5.53) 0.03
LTBi 49.08 (14.02) 11.60 (3.27)
Control 51.27 (10.09) 17.13 (4.00)

PHA HTLV-1 30.76 (16.22) 0.99 14.34 (6.52) 0.73
LTBi 28.01 (13.41) 12.28 (5.65)
Control 30.24 (15.46) 12.06 (4.48)
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Tabla 3. Frecuencia de linfocitos productores de IFN-y*, TNF-a* y/o IL-2* dentro de
la poblacién T CD4 en pacientes con HTLV-1 y controles sanos. Nil: no estimulacion.
La informacion entre paréntesis corresponde a la desviacion estandar de los valores
de esa categoria.

Nil PHA
HTLV-1 Control p HTLV-1  Control p
. 01004 0.1079 1177 0.5351
IFN-Y" 0.06083)  (0.1035) 087 (353 (03899) O3
. 02779 0.1176 4257 4821
TNF-a™  03187)  (0.0054) 024 1365y (1828 0
. 02481 0.1522 2007 1.923
-2 (03903)  (0.1123) 071 261y (263 07t
IFN-y*  0.0018 0.0002 031 1033 1.303 0
TNF-«*  (0.0034)  (0.0005) : (0.9746)  (1.214) :
TNFa™ 00125 0.0006 0.00 1477 1574 0.06
IL2*  (00177)  (0.0013) (0.7199)  (L.055)
IFN-y*  0.0019 0.0012 o1a 01505 01200 o
IL2*  (0.0049)  (0.0032) : (0.1658)  (0.1159) :
IFN-y*
TNF 00019 0.0012 g 02769 05171
% (00049)  (0.0032) (0.1976)  (0.4673)

Tabla 4. Frecuencia de linfocitos productores de IFN-y*, TNF-a* y/o IL-2* dentro de
la poblacién T CD4 en pacientes con LTBi y controles sanos. Nil: no estimulacion. La
informacion entre paréntesis corresponde a la desviacion estandar de los valores de
esa categoria.

Nil PPD
LTBi Control p LTBi Control p
. 00770 0.1079 0.1064  0.1243
PN 0o712)  (01035) %™ (o708) (0.1000) O
. 0089 0.1058 08280  0.2200
TNF-o™  gos99)  (00973) %3 (0s709) (01790) OV
. 01140 0.1522 01320  0.1702
L2 0o0a00)  (0.1123) 059 (01086) (0.1433) O
IFN-y* 00006  0.00016 g 01468 00205
TNF-o*  (0.0014)  (0.0005) : (0.1886)  (0.0339) :
TNF-o° 0.0012 01086  0.0292
IL-2* 000 (0.0032) 021 (oo7a8) (0.0371) 092
IFN-y*  0.0015 0.0006 0y 00010 00017 .
IL-2*  (0.0020)  (0.0013) : (0.0010)  (0.0050) :
IFN-y*
. 0.0003 0.0676  0.0206
T (0o007) 000) 018 (0o0502) (0.0249) 006
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Tabla 5. Frecuencia total de linfocitos Tpo en pacientes HTLV-1y controles sanos.
Nil: no estimulacién. La informacion entre paréntesis corresponde a la desviacion
estandar de los valores de esa categoria.

% Total de Tpol p
Nil HTLV-1 0.0217 (0.0319) 0.06
Control 0.0019 (0.0032)
PHA HTLV-1 2.937 (1.678) 0.87
Control 3.524 (2.503)

Tabla 6. Frecuencia total de linfocitos Tpo en pacientes con LTBi y controles sanos.
Nil: no estimulacion. La informacidn entre paréntesis corresponde a la desviacion
estandar de los valores de esa categoria.

% Total de Tyl p
Nil LTBi 0.0024 (0.0041) 0.78
Control 0.0019 (0.0032)
PPD LTBI 0.3240 (0.3065) 0.03
Control 0.0810 (0.0919)
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Figura 1. Media, mediana y valores maximos y minimos de frecuencia basal de
linfocitos productores de citoquinas intracelulares en pacientes con HTLV-1 o
controles sanos.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de tincién intracellular

El protocol adjunto se basa en instrucciones de DL y ha sido modificado partiendo

de Reiger/Zielinski.

Reagents

e PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) from Sigma-Aldrich (P8139):
Stock at 102 M in DMSO, aliquots of 5ul stored at -20°C,

Final concentration =2 x 10" M

o PMA: First 1:10 dilution from stock, then 1:500 in complete media
(So 1:5000 is a 10X concentration).

e lonomycin from Sigma-Aldrich (10634):

Stock at 1 mg/ml in DMSO
Final concentration = 1 pg/ml

o lonomycin: 1:100 in complete media (10X concentration).

o PMA and lonomycin at final concentrations can be prepared
together in complete media in a 10X concentration, so add
20uL/well with a final volume of 200..L after cell addition.

e Brefeldin A from Sigma-Aldrich (B7651):

Stock at 10 mg/ml in DMSO, aliquots of 20 and 40puL stored at -20°C
Final concentration 10 pg/ml

o BFA: 1:100 in complete media to a 10X concentration, so add
20pL/well with a final volume of approx. 200uL after cell addition

e Cytofix/Cytoperm 1x solution from BD Pharmingen (554722)

o (RPMI 1640, no HEPES, 1% glutamine, 1% pyruvate,
1% non-essential amino acids, 1% pen/strep, 0.00005% MB-
mercaptoethanol, 5% human serum)

o 10x solution from BD Pharmingen (554723)

o Always prepare freshly before use (dilution with H20)

e Max buffer (PBS, 2mM EDTA, 2.5% HS)



.
Method:
Activation
1. Transfer 100uL of cell of interest into a 96 well plate U-bottom and fill up
to 200pL with
o Also can start with 200uL from the cell of interest depending in
cell concentration.
2. Wash cells 2x with at 1500rpm for 4 min at room
temperature. Discard the supernatant by flipping the plate.
3. Resuspend the cells in 180puL . Prepare the 10X solution of
PMA/lonomycin as describe before and add 20pL in the wall of the well.
4. Incubate for 2.5h at 37°C.
5. After 2.5h add 20uL of 10x BFA into the wall of each well and incubate
for another 2.5h. The total stimulation period is therefore 5h.
6. Spin down at 1500rpm, 4min, 4°C. Discard the supernatant.
7. Add 180pL of and wash 1500 rpm, 4 min, 4°C. Discard the

supernatant.

Viability staining
It is difficult to distinguish live from dead cells after fixation by FSC/SSC.
This is why it is better to stain the cells with a LIVE/DEAD dye.
1. Prepare the dye: From the 1000X stock (stock solution prepared by adding
50uL of DMSO to the individual vial), dilute 1:40 in water.
o Calculate the final volume of diluted dye by multiplying the number
of required wells by 5 (volume in uL that will by use on each well).
2. Resuspend the cell in 95uL of and add 5pL of the diluted dye into
each well.
e Final dilution of 1:800 — 1:1000 for the dye on each well
3. Mix and incubate for 30min on ice protected from light
Intracellular staining
1. Add 100pL of cold to each well and wash (1500rpm, 4min,

4°C). Wash the cells one more time with cold



2.
3.
4.

10.
11.

Resuspend in 50uL Cytofix/Cytoperm. Mix well.

Incubate for 20 min on ice.

Prepare the cocktail of antibodies in max buffer that will be use after
washing.

e Prepare the antibody cocktail in cold buffer. Keep
stocks and antibody cocktail on ice.

e Calculate the final volume of antibody cocktail by multiplying the
number of required wells by 20 (volume in pL that will by use on
each well).

Wash 2x (2000rpm, 4min, 4°C) with cold (2:10 dilution with
H20).

o Asfixed cells are lighter, increase the speed of the centrifuge.

Add 20uL/well of the antibody cocktail. Resuspend by tapping the bottom
of the well.

Incubate 30min on ice protected from light.

Add 180pL of after staining and spin down at 1500rpm, 4min,
4°C.,

Wash 2x with 200pL max buffer at 2000rpm, 4min, 4°C.

Resuspend in 60pL of max buffer

Transfer the samples into small FACS tubes. Read them at the Flow

Cytometer.



