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RESUMEN

Antecedentes: La leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL), tiene una expresion
de PD-1 y PD-L1 aumentada, y la positividad de PD-L1 en sus células neoplasicas
implica un peor pronostico. En pacientes con infeccion por HTLV-1, la coinfeccion por
Strongyloides stercoralis (SS) puede acelerar la progresion hacia ATL. Los linfocitos T
CD4+ (LTCDA4+) infectados por HTLV-1 expresan CADMI y, a medida que se
transforman, tienden a perder CD7. Ademas, se ha descrito una expansion de linfocitos
T reguladores que podrian suprimir la inmunidad antitumoral mediante la via PD-1/PD-
L1 y favorecer la progresion a ATL. Objetivos: Comparar la expresion de PD-1 y PD-
L1 en LTCD4+y LTCD8+ entre cuatro grupos: (1) pacientes con ATL, (2) coinfectados
por HTLV-1 y SS, (3) infectados por HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis y
(4) sin dicho antecedente. Ademas, evaluar la expresion de CADM1 y CD7 en LTCD4+
en dichos grupos y segin la presentacion clinica del HTLV-1 (ATL, paraparesia
espastica tropical, estrongiloidiasis activa o estado asintomdtico), y analizar la
correlacion entre CADMI, la carga proviral de HTLV-1 y la carga parasitaria de SS.
Materiales y métodos: Estudio piloto observacional, analitico y transversal. Se evalu6é
la expresion de PD-1, PD-L1, CADM1 y CD7 en LTCD4+ mediante citometria de flujo
en PBMCs criopreservadas. Resultados: No se observaron diferencias significativas en
la expresion de PD-1 o PD-L1 entre los grupos. La expresion de CADMI1 y la pérdida
de CD7 fueron similares independientemente del antecedente de estrongiloidiasis, lo
que sugiere que no existiria un efecto inmunomodulador residual por parte del parasito.
Conclusiones: Los marcadores PD-1 y PD-L1 no parecen desempefiar un papel central
en la interaccion inmunolédgica entre HTLV-1y S. stercoralis que acelera la progresion

hacia ATL.

Palabras clave: ATL, PD-1, PD-L1, HTLV-1, Strongyloides stercoralis.



ABSTRACT

Background: In adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL), PD-1 and PD-L1 are
upregulated, and PD-L1 positivity in malignant cells correlates with poorer prognosis.
In HTLV-1-infected patients, Strongyloides stercoralis (SS) coinfection may hasten
ATL development. HTLV-1—infected CD4+ T cells express CADM1 and lose CD7
expression during malignant transformation. Regulatory T-cell expansion in HTLV-1
infection may suppress antitumor immunity via the PD-1/PD-L1 pathway, contributing
to ATL. Objectives: To compare PD-1 and PD-L1 expression in CD4+ and CD8+ T
cells among four groups: (1) ATL, (2) HTLV-1+SS coinfection, (3) HTLV-1 with past
strongyloidiasis, and (4) HTLV-1 without past strongyloidiasis. Also, we aim to assess
CADMI and CD7 expression in CD4+ T cells by clinical form (ATL, TSP, active
strongyloidiasis, or asymptomatic) and analyze correlations between CADM1, HTLV-
1 proviral load, and SS burden. Materials and methods: Cross-sectional analytic pilot
study. PD-1, PD-L1, CADMI1, and CD7 were measured by flow cytometry in
cryopreserved PBMCs. Results: PD-1 and PD-L1 expression did not differ among
groups. CADMI1 and CD7 patterns were similar regardless of prior strongyloidiasis,
suggesting there would be no residual immunomodulatory effect from the parasite.
Conclusions: PD-1 and PD-L1 unlikely play a major role in the HTLV-1 and SS

interaction promoting ATL.

Keywords: ATL, PD-1, PD-L1, HTLV-1, Strongyloides stercoralis.



INTRODUCCION

HTLV-1

El virus HTLV-1 es un retrovirus endémico de regiones tropicales y subtropicales,
con un marcado tropismo por linfocitos T CD4+. Su transmision ocurre de célula a

cé¢lula mediante contacto directo. La transmision entre individuos ocurre por contacto

sexual, transfusiones y principalmente por lactancia materna.

El virus HTLV-1 es capaz de inmortalizar a las células T CD4+ infectadas y
promover su proliferacion, eventualmente causando linfoma/leucemia de células T
del adulto (ATL). Se ha observado que la carga proviral de HTLV-1 es mayor en
ATL que en portadores sanos, siendo esta un posible marcador pronostico para el
desarrollo de ATL.? El periodo desde la infeccion hasta el desarrollo de ATL es
prolongado, la edad promedio del diagnostico es la década de los sesenta.’ La ATL
se clasifica en cuatro variantes clinicas: dos formas agresivas (aguda y linfomatosa)
y dos formas no agresivas (cronica y latente). Diversos estudios muestran que las
células malignas de la ATL tienden hacia un fenotipo de células T reguladoras
(Tregs) caracterizado por una expresion incrementada de CD25 y FOXP3. Ademas,
se sabe que la expresion de la molécula de adhesion celular 1 (CADM1) esté elevada
en células T CD4+ infectadas con HTLV-1.*° La expresion elevada de CADMI,
junto con una baja expresion de CD7, se ha asociado a un mayor riesgo de progresion

hacia ATL.

Por otro lado, la paraparesia espastica tropical (PET) representa el polo opuesto del
espectro clinico de la infeccion. Mientras en la ATL predomina un estado de

inmunosupresion y evasion inmune, en PET se observa una respuesta inflamatoria



exacerbada mediada por linfocitos T CD8* citotdxicos y citocinas proinflamatorias,
como IFN-y.”® De esta forma, ATL y PET reflejan dos extremos del mismo espectro
inmunopatologico del HTLV-1, donde el balance entre activacién e inhibicion

inmunitaria determina el fenotipo clinico resultante.”®

Coinfeccion HTLV-1 - Strongyloides stercoralis

En Peru, se reportan casos de coinfeccion por HTLV-1 y Strongyloides stercoralis
(8S), los cuales usualmente progresan hacia cuadros clinicos mas severos de ambas
infecciones. Existe una relacion bidireccional entre ambos patdgenos, en la cual uno
facilita la infeccion y perpetuacion del otro y viceversa.” Por un lado, el cuadro
clinico de la estrongiloidiasis puede empeorar (hiperinfeccion) en condiciones de
inmunosupresion como corticoterapia o coinfeccion con HTLV-1, agravando los
sintomas gastrointestinales y respiratorios’ y aumentando la carga parasitaria en

heces.'?

Por otro lado, se ha observado una asociacion entre esta coinfeccion y un desarrollo
acelerado de ATL, junto a una mayor carga proviral y poblacién de Tregs.!” Un
mecanismo postulado para esta aceleracion consiste en la proliferacion de linfocitos
Tregs aumentada y la inhibicién que estos ejercen sobre la respuesta inmune.® Es
preciso reconocer que normalmente los Tregs llevan a cabo la inhibicion de linfocitos
T CD4+ y CD8+ a través de puntos de control inmunoldgicos como el eje de la
molécula de muerte programada 1 y su ligando (PD-1/PD-L1), entre otros.
Adicionalmente, otros mecanismos propuestos para este desarrollo acelerado de ATL
son la linfoproliferacion viral y la translocacion bacteriana podrian estar

involucrados.'®



Eje PD-1/PD-L1

El eje PD-1/PD-L1 es un sistema molecular cuya funcion es la regulacion de la
respuesta inmune a través de la inhibicion periférica de la respuesta adaptativa,
principalmente de linfocitos T. PD-1 se acumula en el citoplasma de Tregs y luego
es transportado hacia la superficie celular tras la activacion de la senal del receptor
de células T (TCR). La union de PD-1 con su ligando PD-L1 altera la sefializacion
TCR antigeno-especifica, inactivando la célula T para prevenir una sobreactivacion
inmune potencialmente dafiina. De la misma manera, los linfocitos T CD8+ y otros
linfocitos T CD4+ también expresan PD-1 en su superficie, por lo que también son
susceptibles a ser inhibidos al interactuar con PD-L1. Esta funcion es usada por las
células tumorales para evadir la respuesta inmune, previniendo la muerte de estas.
Es relevante mencionar que las células tumorales son capaces de inducir la expresion

de PD-L1 en su superficie a través de diversos mecanismos.!!

Puntos de control inmunoldgicos en ATL

En el caso de ATL, el eje PD-1/PD-L1 expresado en las células malignas podria
resultar en una mayor capacidad de evasion de la respuesta inmune antitumoral.
Shimauchi et al. (2007)'2 observaron que la expresion de PD-1 fue significativamente
mayor en linfocitos T CD4+ en pacientes con ATL a comparacion con individuos
sanos, pero no hubo diferencia en linfocitos T CD8+. Ademas, encontraron una
mayor concentracion de PD-1 en células neoplésicas y células no neoplasicas en
pacientes ATL.!> Asimismo, encontraron una mayor cantidad de linfocitos T CD4+

y una menor respuesta TCR en pacientes con ATL.!?



Por otro lado, Miyoshi et al. (2016)!'* demostraron una correlacion entre una mayor
expresion de PD-L1 en células neoplésicas de biopsias de ganglios linfaticos y una
peor tasa de supervivencia promedio (overall survival: OS) en pacientes ATL. La OS
de pacientes con células neoplasicas PD-L1+ (nPD-L1+) fue casi la mitad de la OS
de pacientes con células neoplasicas PD-L1- (nPD-L1-).!*> Ademas, reportaron que
los pacientes nPD-L1+ poseian una mayor cantidad de linfocitos infiltrantes de
tumores (TILs) PD-1+ en comparacion con los pacientes nPD-L1-, manifestando una
respuesta inmune modulada.'> Asimismo, Takeuchi et al. (2020)'* encontraron
resultados similares a través de inmunohistoquimica al observar que una mayor

expresion de PD-L1 en células neoplasicas estd asociada con una peor OS.

También, en ambos estudios encontraron una correlacion entre una mayor expresion
de PD-L1 en células del microambiente (miPD-L1+) con una mejor OS.'*!* Ambos
explicaron este ultimo fendmeno paraddjico argumentando que la expresion de PD-
L1 en células del microambiente refleja una adecuada respuesta inmune contra el
tumor, ya que esta molécula y su receptor (PD-1) incrementan su expresion tras una
activacion exitosa de células inmunes, como un mecanismo de retroalimentacion
negativa.'>!* Por lo tanto, los pacientes miPD-L1 tienen una mejor inmunovigilancia
que permite controlar por més tiempo el tumor. Adicionalmente, encontraron una
mayor cantidad de TILs PD-1+ en pacientes miPD-L1+ que en pacientes miPD-L1-
, reforzando su explicacion sobre la retroalimentacion negativa (Miyoshi 2016;

Takeuchi 2020).!3:!4



Bloqueo de PD-1 en ATL

Dado el patron de expresion de PD-1/PD-L1 observado en ATL, diversos estudios
clinicos han evaluado el uso de anticuerpos monoclonales como nivolumab (anti-
PD-1) como posible estrategia terapéutica. Rauch et al. (2019)" trataron dos
pacientes con ATL no-agresivo y uno agresivo (agudo) con nivolumab. Los tres
sufrieron una rapida progresion de la enfermedad tras la aplicacion de una dosis de
este farmaco bioldgico. Los autores propusieron cuatro mecanismos para esta rapida
progresion de la ATL:

1. El bloqueo de PD-1 promueve la expresion de otros puntos de control
inmunologicos (CTLA-4, IAG-3, 0X40, ICOS, TIGIT y CD40) en células
malignas como mecanismo de evasion inmune.

2. El bloqueo de PD-1 altera la expresion de factores de crecimiento, lo cual
promoveria el desarrollo de la ATL.

3. Launidén de PD-L1 estromal (microambiente) a PD-1 en células leucémicas
induce una respuesta supresora tumoral en el microambiente.

4. En pacientes con ATL no-agresivo (cronico o latente), solamente PD-1 se
encarga de la inmunidad, por lo que su bloqueo podria eliminar un

mecanismo de control tumoral.

Ishitsuka et. al. (2018)!° trataron ocho pacientes con ATL agresivo, quienes habian
reincidido o no habian respondido a mogamulizumab (anti-CCR4). A diferencia de
Rauch et al. (2019)'°, no reportaron la misma progresion acelerada tras la infusion
del nivolumab. La explicacion para resultados opuestos entre los dos estudios puede
recaer en el tipo de ATL (agresivo o no-agresivo) en los pacientes tratados y en el

patron de expresion de PD-L1 en células neoplasicas y en células del microambiente.



PD-1 en infeccion por Strongyloides stercoralis

Por otro lado, Rajamanickam et al. (2019)!” estudiaron el efecto del bloqueo de
CTLA-4 y PD-1 en la expresion de citoquinas de cada tipo de respuesta celular T
CD4+ en pacientes infectados con SS a través de citometria de flujo. Encontraron
que el bloqueo de PD-1 esta asociado con un incremento significativo de citoquinas
Tul y Tul7 y un decremento en las producidas por los linajes Tu2 y Tu9. Con esta
inmunomodulacioén, se esperaria una respuesta Tul disminuida y una respuesta Tu2
aumentada, pudiendo asi favorecer la progresion hacia ATL en caso de coinfeccion
con HTLV-1. Asi pues, el bloqueo de PD-1 favoreceria la respuesta Tyl antiviral.

Sin embargo, la supresion de Tu2 contribuiria a una hiperinfeccion.

Hipdtesis

Algunos autores plantean que la progresion acelerada de ATL en la coinfeccion por
HTLV-1 y SS estd mediada por la expansion de Tregs, que suprimirian la respuesta
inmune citotoxica contra linfocitos T CD4+ infectados. Ademas, se ha asociado un
incremento de la expresion de PD-1 y PD-L1 en pacientes con ATL y se ha
evidenciado que una mayor expresion de PD-L1 en células neoplasicas se
correlaciona con una peor tasa de supervivencia promedio. Sin embargo, ain se
desconoce el mecanismo por el cual la expansion de linfocitos Tregs induciria la
supresion de la respuesta antitumoral, que permitiria una progresion acelerada de la

ATL en el contexto de la coinfeccion HTLV-SS, o el rol de PD-1/PD-L1.

Este estudio evalu¢ el papel de los puntos de control inmunolégicos PD-1/PD-L1 en

la coinfeccion HTLV-1 y SS, con el objetivo, a largo plazo, de identificar



mecanismos implicados en la progresion acelerada a ATL y proponer potenciales
blancos terapéuticos. Postulamos que el incremento de PD-1 en linfocitos T CD4+y
linfocitos T CD8+, y el incremento de PD-L1 en linfocitos T CD4+ CADM1+/CD7-
(linfocitos en progresion a células neoplésicas) inducen la progresion acelerada de
ATL que se observa en la coinfeccion. Por lo tanto, se hipotetizd que la expresion
del eje PD-1/PD-L1 en las subpoblaciones mencionadas de linfocitos T de sangre
periférica seria mayor en pacientes coinfectados con HTLV-1 y SS en comparacion

a pacientes unicamente infectados con HTLV-1 con o sin infeccion previa por SS.

Por otro lado, también se buscé evaluar la expresion de CADM1 y CD7 en linfocitos
T CD4+ entre cuatro grupos de pacientes: (1) infectados con HTLV-1 con
antecedente de estrongiloidiasis, (2) infectados con HTLV-1 sin antecedente de
estrongiloidiasis, (3) coinfectados activamente con HTLV-1y SS, y (4) pacientes con
diagnostico de ATL sin coinfeccion. Ello, para determinar si existe alguna diferencia
en la cantidad de células infectadas por el retrovirus y en la cantidad de aquellas que
se encuentran progresando hacia ATL. De tal manera, una mayor expresion de
CADMI1 y menor expresion de CD7 seria sugestivo de mayor infectividad y
progresion hacia dicha malignidad. En este sentido, se explord si los efectos
inmunomoduladores de SS persisten tras el tratamiento y resolucion clinica de la
infeccion. Esto seria beneficioso para la consideracion de medidas de salud publica
que comprendan tratamientos profildcticos en zonas endémicas y/o poblaciones
vulnerables.

En esta misma linea, resulta relevante analizar la expresion de moléculas como
CADMI1 y CD7 en linfocitos T CD4+ en funcién de las distintas presentaciones

clinicas de la infeccion por HTLV-1, tales como la PET, la ATL, la coinfeccién



activa con SS y el estado de portador asintomatico. Estas condiciones representan
diferentes puntos dentro del espectro inmunopatologico del HTLV-1, asociados a

grados variables de activacion, proliferacion e inmunorregulacion linfocitaria.

Por ultimo, se evalu6 la existencia de una correlacion entre la carga proviral de
HTLV-1 y la expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+, ya que esto aumentaria la
fiabilidad de emplear CADM1 como marcador de infectividad por dicho retrovirus.
Asimismo, se busco la existencia de correlacion entre la carga parasitaria de SS'y la
expresion CADMI en linfocitos T CD4+, asi como con la carga proviral de HTLV-

1. Ambos para determinar la correlacion entre la severidad de ambas infecciones.



II. OBJETIVOS

Objetivo primario:

- Comparar la expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+, y la
expresion de PD-L1 en linfocitos T CD4+ CADMI1+/CD7- entre cuatro grupos de
pacientes: (1) infectados con HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis, (2)
infectados con HTLV-1 sin antecedente de estrongiloidiasis, (3) coinfectados
activamente con HTLV-1 y SS, y (4) pacientes con diagnéstico de ATL sin

coinfeccion.

Objetivos secundarios:

- Evaluar la expresion de CADM1 y CD7 en linfocitos T CD4" en los mismos cuatro
grupos de pacientes definidos para el objetivo primario.

- Comparar la expresion de CADM1 y CD7 en linfocitos T CD4* entre pacientes con
diferentes presentaciones clinicas de la infeccion por HTLV-1: ATL, PET,
coinfeccidn activa con SS'y portadores asintomaticos.

- Evaluar la correlacion entre la expresion de CADM1 vy la carga proviral de HTLV-1
en linfocitos T CD4".

- Determinar la correlacion entre la expresion de CADM1 y la carga parasitaria de SS.

- Evaluar la correlacion entre la carga proviral de HTLV-1 y la carga parasitaria de SS.



III. MATERIALES Y METODOS:

Diseiio de estudio: Estudio observacional, analitico y transversal.

Muestra: se analizaron 36 muestras de células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs), obtenidas de la cohorte “El efecto de Stromngyloides stercoralis en la
progresion de la infeccion por HTLV-17, recolectadas entre el 19 de marzo de 2018 y

el 26 de marzo de 2024.

Poblacion blanco: La poblacion blanco incluyd pacientes con diagnostico confirmado
de HTLV-1, con o sin infeccion por SS, registrados en la base de datos del estudio

SIDIST 101272.

Poblacion accesible: La poblacion accesible consistio en muestras criopreservadas de
PBMCs almacenadas en el criobanco del Instituto de Medicina Tropical Alexander von

Humboldt (UPCH, Lima, Peru).

Criterios de inclusion de la muestra: Edad entre 18 a 65 afios, diagndstico positivo
para HTLV-1 (con inmunoensayo y carga proviral) y consentimiento informado

aprobado por el Comité de Institucional de Etica en Investigacién (CIEI).
Criterios de exclusion de la muestra: Pacientes en estado de gestacion.

Tipo de muestreo: Por conveniencia y no probabilistico, se incluyeron las muestras de
PBMCs de la primera visita de 36 individuos de la cohorte. Dentro de estas, se
seleccionaron 6 individuos con coinfeccion de HTLV-1 y SS, 12 individuos con
infeccion por HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis, 18 individuos con
infeccion por HTLV-1 sin antecedente de estrongiloidiasis. Se reportaron 4 individuos

con ATL, 3 sin antecedente de SS'y 1 con antecedente de SS.
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Definicion operacional de variables: las variables fueron definidas de acuerdo a su
tipo, escala de medicion, definicion operacional y la fuente de datos de donde se

extrajeron. (Ver Anexo 1)

Procedimientos y técnicas: Las muestras fueron recuperadas del criobanco de
nitrogeno liquido y sometidas a descriopreservacion segun el protocolo del laboratorio
(ver Anexo 2). La viabilidad celular fue evaluada mediante microscopia con camara de
Neubauer. Aquellas con viabilidad menor al 90% fueron tratadas con el marcador de
viabilidad Zombie Yellow™ (BioLegend), con emision similar al fluorocromo Brilliant

Violet 570™,

Posteriormente, se realiz6 la tincion de PBMCs con anticuerpos monoclonales contra
CD3, CD4, CD8, CD7, CADM1, PD-1 y PD-L1 del laboratorio BioLegend mediante

el protocolo del laboratorio (Ver Anexo 2).

Una vez completado el tiempo de incubacion de los anticuerpos, se procedid con el
analisis de las muestras mediante el citometro de flujo BD FACSCanto™ 1. Todos los
procesos laboratoriales descritos fueron realizados por los investigadores bajo
supervision y tras recibir una capacitacion por parte de los asesores y el personal del
laboratorio de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical Alexander von

Humboldt.

Instrumento de recoleccion de datos: (Ver Anexo 3)

El andlisis de la informacion de las 36 muestras de PBMCs se realizo en el programa
Flowjo v10.10.0. Se realizaron las separaciones poblacionales, inicialmente
enfrentando forward-scatter contra side-scatter y se seleccionaron los linfocitos. A

continuacion, se separaron segun viabilidad, seleccionando aquellos linfocitos que no
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presentaron positividad para el marcador Zombie Yellow™. Después, se seleccionaron
los linfocitos viables que presentaron positividad para CD3, diferenciado mediante un
histograma. Una vez seleccionados los linfocitos T (CD3+), se separaron segun
expresion de CD4 y CDS8 en un panel. Posteriormente, se evaluo la expresion de PD-1
en las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+. Por ultimo, se
seleccionaron los linfocitos T CD4+ y se evaluo en panel la expresion de CADM1 y
CD7, para poder determinar aquellas que presentaban positividad para CADMI y
negatividad para CD7 (linfocitos T CD4+ CADMI+ CD7-). Dentro de esta
subpoblacion, se evalu6 la expresion de PD-L1. Para determinar la positividad para
determinado marcador en las subpoblaciones, se tomo6 en cuenta el porcentaje de células

positivas para dicho marcador.

Por otro lado, la carga proviral de HTL V-1 fue obtenida de la base de datos de la cohorte
mencionada previamente, en la cual se utilizd reaccion en cadena polimerasa

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). (Ver Anexo 2).

Finalmente, los valores de la carga parasitaria de SS en los pacientes (método de
Baermann), fue extraido de las historias clinicas de los pacientes pertenecientes a la
cohorte del estudio “El efecto de Strongyloides stercoralis en la progresion de la

infeccion por HTLV-1”

Manejo de datos:

- Base de datos: A partir de los datos obtenidos de la ficha de recoleccion, se
cred una base de datos en formato hoja de calculo de Microsoft Excel.
- Validacion de datos: Se verifico la precision y confiabilidad de los datos en la

hoja de célculo de Microsoft Excel.
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- Edicion de datos: Los datos fueron codificados y posteriormente transferidos

a un software de analisis estadistico mediante software STATA version 19.
Financiamiento:

El financiamiento de este proyecto fue gracias al monto otorgado al ganar el concurso
de la Beca Francisco Tejada y Semiramis Reategui, organizada por la Unidad de
Investigacion de la UPCH el 2022. Se muestran los precios de los reactivos para la
citometria (Ver Anexo 4). El resto de materiales fueron donados por el laboratorio de

Inmunologia del IMT-AvVH.
Aspectos Eticos:

El presente trabajo de investigacion fue presentado al CIEI de la UPCH previo a su
ejecucion. Los nombres de los participantes no estan incluidos en ninguna base de datos
y el intercambio de informacion entre los protocolos de estudio y los andlisis se realizo
mediante informacion codificada. Toda la informacion obtenida fue trabajada en los
equipos del IMT-AvH de la UPCH, a la cual solo se pudo acceder usando los cddigos
personales de los investigadores. Al ser un subestudio del citado anteriormente (SIDISI
101272) el consentimiento informado ya habia sido firmado por el paciente al momento

del reclutamiento.
Plan de Analisis:

- Estadistica descriptiva: las variables seran presentadas segun la mediana,
rangos intercuartiles y valores maximos y minimos.

- Estadistica inferencial: en primer lugar, cada variable fue analizada segln la
prueba de asimetria y curtosis para determinar la distribucion de los datos. A

partir de ello, con la mayoria de las variables se obtuvieron valores de p < 0,05
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por lo que se rechazdé la hipétesis nula de normalidad y se establecieron como
variables que siguen una distribucion no normal. Para las variables que
presentaron un valor de p > 0,05, el nimero de eventos fue considerado bajo
para asumir normalidad en estas. Por ello, se decidio tratarlas como variables
que siguen una distribuciéon no normal. En consecuencia, al realizar la
comparativa entre grupos, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. En caso, se encontrase una diferencia significativa al menos entre dos
grupos (p < 0,05), se realizaba la prueba de Mann-Whitney para determinar la
existencia de una diferencia significativa entre dos grupos. Esta se aplico para
todas las combinaciones posibles entre dos grupos.

Por otro lado, para analizar la correlacion entre dos variables, primero se
determino la normalidad de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
De la misma manera, se obtuvo que la mayoria presentaban una distribucion no
normal. Por consiguiente, se utilizo la prueba de Spearman para determinar el

coeficiente de correlacion.
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IV. RESULTADOS

Descripcion de la poblacion de estudio

Se analizaron 36 muestras mediante citometria de flujo. La Tabla 1 resume las
caracteristicas epidemioldgicas de los participantes. No se encontraron diferencias
significativas entre grupos respecto a la edad (p = 0,508), sexo (p = 0,132), ocupacion
(p =0,773), comorbilidades metabolicas (p = 0,227) o autoinmunes (p = 0,477), ni en
el lugar de nacimiento (p = 0,563), procedencia (p = 0,071), o antecedentes familiares
de HTLV-1 (p = 0,265) o de SS (p = 0,140). Tampoco se observaron diferencias en la

distribucién del estado de infeccion (p = 0,327).

Expresion de PD-1 y PD-L1 linfocitos T

El porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan PD-1 seglin estado infeccioso
(infeccion por HTLV-1 sin antecedente de estrongiloidiasis, infeccion por HTLV-1 con
antecedente de estrongiloidiasis, coinfeccion con HTLV-1 y SS, y ATL), no presento
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas (0,49% vs. 0,6% vs. 0,97%

vs. 0,61%; p=0,214, X% 4,48) (Tabla 2 y Grafica 1A).

De similar manera, no hubo diferencia en la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+
entre grupos (0,14% vs. 0,06% vs. 0,07% vs. 0,06%; p = 0,79, X*> = 1,07) (Tabla 2 y

Grifica 1B).

Por otro lado, la expresion de PD-L1 en linfocitos T CD4+ CADM1+/CD7- tampoco
mostrd diferencias significativas entre grupos segiin estado infeccioso (0% vs. 0,17%

vs. 0,1% vs. 0,19%; p = 0,74, X2 =1,24) (Tabla 2 y Grafica 1C).
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Expresion de CADM1 y CD7 en linfocitos T CD4+ segtn estado infeccioso

El porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan CADMI mostré diferencias
significativas entre grupos segun estado de infeccion (5,74% vs. 7,11% vs. 22,15% vs.
60,3%; p = 0,0036, X> = 13,54) (Tabla 3 y Grafica 2A). Las comparaciones post hoc
revelaron diferencias significativas entre:
e C(Coinfectados vs. pacientes con HTLV-1 y antecedente de estrongiloidiasis
(22,15% vs. 7,11%; p = 0,0145), siendo mayor en el primero.
e Coinfectados vs. pacientes con HTLV-1 y sin antecedente de estrongiloidiasis
(22,15% vs. 5,74%; p = 0,0233), siendo mayor en el primero.
Por contraparte, no se observaron diferencias significativas entre coinfectados y
pacientes con ATL (22,15% vs. 60,3%; p = 0,1714). Tampoco hubo diferencia entre
pacientes con HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis contra aquellos sin
antecedente de esta parasitosis (7,11% vs. 5,74%; p = 0,7988), pero si se encontrd
diferencia entre:
e Pacientes con HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis vs. pacientes con
ATL (7,11% vs. 60,3%; p = 0,0029), siendo mayor en el segundo.
e Pacientes con HTLV-1 sin antecedente de estrongiloidiasis vs. pacientes con
ATL (5,74% vs. 60,3%; p = 0,0036), siendo mayor en el segundo.
Respecto al porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan CADM1 y no expresan CD7,
este presentd diferencia estadisticamente significativa al compararse medianas entre
grupos segun estado de infeccion (3,01% vs. 3,65% vs. 11,58% vs. 57,3%; p = 0,001;

X%=16,3) (Tabla 3 y Grafica 2B). Las comparaciones relevantes incluyeron:

e Coinfectados vs. pacientes con HTLV-1 y antecedente (11,85% vs. 3,65%; p =

0,0052), habiendo una mayor expresion en los primeros.
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e Coinfectados vs. pacientes con HTLV-1 sin antecedente (11,85% vs. 3,01%; p
= 0,0046), haciendo una mayor expresion en los primeros.
e No hubo diferencia entre coinfectados y pacientes con ATL (11,85% vs.

57,3%; p = 0,0667), habiendo una mayor expresion en los segundos.

No se observaron diferencias significativas entre HTLV-1 con y sin antecedente de
estrongiloidiasis (3,65% vs. 3,01%; p = 0,413), pero si entre:
e Pacientes con HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis vs. pacientes con
ATL (3,65% vs. 57,3%; p = 0,0029), siendo mayor en los segundos.
e Pacientes con HTLV-1 sin antecedente de estrongiloidiasis vs. pacientes con

ATL (3,01% vs. 57,3%; p = 0,0021), siendo mayor en los segundos.

Expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ segtin presentacion clinica

En la evaluacion por presentacion clinica (estrongiloidiasis activa, ATL, PET y
asintomaticos), se observaron diferencias significativas en la expresion de CADM1
(22,15% vs. 60,3% vs. 10,07% vs. 5,74%; p = 0,001, X2 =16,7) (Tabla 4 y Grafica

20).

Al comparar el grupo de pacientes con estrongiloidiasis contra el de pacientes con ATL,
no se encontrd una diferencia significativa (22,15% vs. 60,3%; p = 0,1714). De manera
similar, ocurrid entre pacientes con estrongiloidiasis y pacientes con PET (22,15% vs.
10,07%; p = 0,181). Por contraparte, se encontrdé una mayor expresion de CADM1 en
linfocitos T CD4+ en pacientes con estrongiloidiasis que en pacientes asintomaticos

(22,15% vs. 5,74%; p = 0,0025).

Por otro lado, al comparar la expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+ entre

pacientes con ATL y pacientes con PET fue significativamente mayor en los primeros
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(60,3% vs. 10.07%; p = 0,0196). De similar manera, esta variable fue mayor en

pacientes con ATL que en pacientes asintomaticos (60,3% vs. 5.74%; p = 0,0007).

Por ultimo, se encontré mayor expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+ en pacientes

con PET que en pacientes asintomaticos (10,07% vs. 5,74%; p = 0,0446).

Resultados de expresion de CADM1 y no expresion de CD7 en linfocitos T CD4+

segun presentacion clinica

Respecto al porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan CADM1 y no expresan CD7
segun presentacion clinica (estrongiloidiasis activa, ATL, PET y asintomaticos), este
presento diferencia estadisticamente significativa al compararse medianas entre grupos
(11,85% vs. 57,3% vs. 4,62% vs. 2,7%; p = 0,0003, X* = 18,49) (Tabla 4 y Grafica

2D).

Al comparar el grupo de pacientes con estrongiloidiasis contra el de pacientes con ATL,
no se encontrd una diferencia significativa (11,85% vs. 57,3%; p = 0,0667), pero si al
comparar pacientes con estrongiloidiasis contra pacientes con PET, siendo mayor en
los primeros (11,85% vs. 4,62%; p = 0,0496). En esta misma linea, se encontré6 mayor
expresion de CADM1 y no expresion de CD7 en linfocitos T CD4+ en pacientes con

estrongiloidiasis que en asintomaticos (11,85% vs. 2,7%; p = 0,0006).

Por otro lado, esta variable fue significativamente mayor en pacientes con ATL que en
pacientes con PET (57,3% vs. 4,62%; p = 0,0112). De similar manera,fue mayor en

pacientes con ATL que en pacientes asintomaticos (57,3% vs. 2,7%; p = 0,0007).

Por tultimo, al comparar esta variable entre pacientes con PET y pacientes
asintomaticos, se encontrd que no habia diferencia significativa (4,62% vs. 2,7%; p =
0,0582).
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Correlacion entre carga proviral de HTLV-1 y expresion de CADMI1 en linfocitos

T CD4+

Cuando evaluamos el coeficiente de correlacion entre el porcentaje de linfocitos T
CD4+ que expresan CADMI vy la carga proviral de HTLV-1 (copias/100 PBMCs) para
seis eventos, encontramos un valor de 0,9; lo cual corresponde a una correlaciéon muy

alta (Grafica 3).

Correlacion entre carga proviral de HTLV-1 y carga parasitaria de SS

Cuando evaluamos el coeficiente de correlacion entre la carga proviral de HTLV-1
(copias/100 PBMCs) y la carga parasitaria de SS (larvas/gr) para cinco eventos,
encontramos un valor de -0,4; lo cual corresponde a una ausencia de correlacion

(Grafica 3).

Correlacion entre carga parasitaria de SS' y expresion de CADM1 en linfocitos T

CD4+

Cuando evaluamos el coeficiente de correlacion entre el porcentaje de linfocitos T
CD4+ que expresan CADMI1 y la carga parasitaria de SS (larvas/gr) para cinco eventos,
encontramos un valor de -0,4; lo cual corresponde a una ausencia de correlacion

(Grafica 3).
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V. DISCUSION

Epidemiologia

Si bien en los grupos analizados en nuestro estudio no se han observado diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las caracteristicas epidemiologicas, la
bibliografia reporta que si las hay. A nivel mundial la prevalencia del HTLV-1 aumenta
proporcionalmente a la edad con un predominio sobre el sexo femenino.!® Siendo la
transmision sexual el factor mas importante en su transmisibilidad, posiblemente por
exposicion acumulada.’® Ademas, se reporta que la ocupacion en que mas predomina
es la prostitucion, ocupacion no reportada en ningln participante de nuestro estudio.
Con respecto al SS, se reporta que el sexo masculino se asocia mas a la infeccion

20

parasitaria;~” mientras que en nuestro estudio, la mitad de las infecciones activas eran

del sexo femenino y de ocupacion, ama de casa. Siendo algo llamativo a lo reportado

en personas procedentes de regiones endémicas como en el sudeste asiatico.?!

En los pacientes analizados, se observa un mayor porcentaje de pacientes naturales de
la sierra y selva, pero que no alcanza un nivel estadisticamente significativo,
probablemente por el tamafio muestral. Este dato va acorde a lo reportado en la
literatura, que menciona que la region surandina y amazonica del Peri son éareas
endémicas del virus.?> En mencion al parasito, se conoce que las regiones endémicas
en nuestro pais son las tropicales y subtropicales, y que la posibilidad de autoinfeccion
del SS le capacita permanecer en el hospedero incluso hasta décadas.”*** Esto es
importante en regiones urbanas de la costa peruana debido a la presencia de inmigrantes
naturales de zonas endémicas, como es el caso de la mayoria de pacientes de nuestro

estudio.
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Por otro lado, hasta un 63.8% de los pacientes analizados cuentan por lo menos con un
familiar de primer grado con HTLV-1, respaldando el dato de que el tener un progenitor
infectado es un factor de riesgo.?> Esto podria deberse al limitado acceso a la salud que
tiene esta region para realizar tamizajes en zonas endémicas y despistaje prenatal en
hijos de madres con serologia positiva, como también a la falta de conocimiento sobre

la contraindicacion de lactancia materna en madres con HTLV-1.

Expresion de PD-1 y PD-L1 en linfocitos T CD4+

Segtin los resultados obtenidos, la expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ y linfocitos
T CD8+ no es significativamente diferente entre los grupos comparados, incluyendo
entre pacientes con coinfeccion activa y aquellos tnicamente infectados por HTLV-1y
sin antecedente de estrongiloidiasis. De ello, se deduce que, al menos mediante el
analisis de linfocitos T de sangre periférica, no es posible postular que estos puntos de
control inmunolégicos estén involucrados en la progresion acelerada hacia ATL en
pacientes coinfectados. Sin embargo, dicho mecanismo no se descarta como una posible
explicacion a lo expuesto, ya que se requeririan estudios que analicen la expresion de
estas moléculas en linfocitos T CD4+ en muestras de biopsias de ganglios linfaticos
mediante inmunohistoquimica, de manera andloga a los trabajos de Miyoshi et al.
(2016)'? y Takeuchi et al. (2020).!* Los mismo resultados, fueron observados para la
expresion de PD-L1 en linfocitos T CD4+ CADM1+/CD7- por lo que se concluye
también que estas células, con progresion hacia la malignidad, en sangre periférica no
se verian involucradas en dicho mecanismo fisiopatologico. Ante estos hallazgos,
también consideramos que se deberian explorar otros mecanismos inmunomoduladores

como citoquinas y otros puntos de control inmunoldgicos como CTLA-4.

Expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+
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Respecto a la expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+, al compararla segin el
estado infeccioso de los pacientes, se obtuvo que esta es significativamente mayor en
los pacientes coinfectados que en pacientes con HTLV-1 con antecedente de
estrongiloidiasis y también en pacientes con HTLV-1 sin antecedente de
estrongiloidiasis, sin haber diferencia entre estos tltimos dos grupos. Estos hallazgos
sugieren que el efecto inmunomodulador ejercido por el neméatodo solo se veria
presente durante la coinfeccion activa. Esta conclusion se ve reforzada por el hecho de
que no se encontrd diferencia significativa para la expresion de CADMI en linfocitos
T CD4+ entre los pacientes con HTLV-1 con antecedente de estrongiloidiasis y

aquellos sin este antecedente.

Por otro lado, al comparar esta misma variable entre pacientes con ATL y el resto de
grupos, se obtuvo que la expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ es mayor que en
los dos grupos de pacientes con HTLV-1 y sin infeccién actual por SS, lo cual es
congruente con la informacion descrita en la literatura, ya que la proliferacion
neoplésica de linfocitos T lleva a una mayor expresion de células CADM1+. No
obstante, al comparar esta variable entre pacientes con ATL y pacientes coinfectados,
no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa. Este hallazgo fuera de lo

esperado podria explicarse por la baja cantidad de individuos dentro del grupo ATL.

Al analizar la expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ segun la presentacion clinica
de los pacientes, se encontrd que esta era mayor en pacientes con estrongiloidiasis que
en asintomaticos, lo cual también es congruente con el mecanismo planteado de que SS
lleva a una mayor progresion de la infeccion por HTLV-1 al ejercer una supresion de
la respuesta Tul mediante activacion de la respuesta Tu2. Asimismo, también se

encontrd una mayor expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+ en pacientes con PET
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que en pacientes asintomaticos, lo cual se podria explicar por el mismo estado de
autoinmunidad que implica esta primera condicion. La activacion de la respuesta
inmune en PET llevaria a una mayor proliferacion de linfocitos T CD4+ como parte de
la respuesta adaptativa a los autoantigenos, lo cual se reflejaria también en una mayor
proliferacion de los linfocitos T CD4+ infectados por HTLV-1; es decir, aquellos que

expresan CADM1.

No se hallaron diferencias entre pacientes con estrongiloidiasis y pacientes con PET,
pudiendo deberse a que ambas condiciones llevan a una mayor proliferacion de

linfocitos T, incluyendo a aquellos infectados por el retrovirus.

Expresion de CADM1 y no expresion de CD7 en linfocitos CD4+

Seglin los estudios citados previamente, los linfocitos T CD4+ CADMI1+ CD7- en
pacientes con HTLV-1 reflejan las células infectadas que se encuentran progresando a
ATL. Dicho esto, los hallazgos de nuestro estudio esclarecen resultados similares entre
los grupos que los encontrados para la expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+. De
la misma manera, se encontr6 mayor cantidad de estas células en pacientes con
coinfeccidon que en pacientes infectados solamente con HTLV-1 con o sin antecedente
de SS. Asimismo, también se encontré que no habia diferencia para esta variable entre
estos dos ultimos grupos. Estos dos hallazgos también refuerzan la idea de que el efecto
modulador ejercido por SS sobre la respuesta antitumoral solo se presentaria durante la
coinfeccion activa, mas no habria un efecto residual en aquellos pacientes con
antecedente de estrongiloidiasis. Por lo tanto, tener solo el antecedente de dicha
parasitosis no implicaria un riesgo de presentar una progresion acelerada hacia la ATL.
De igual manera, consideramos que se requeririan estudios de cohorte o casos y

controles para determinar si se trata o no de un factor de riesgo.
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Asimismo, se obtuvieron resultados que demostraban que el porcentaje de linfocitos T
CD4+ CADMI+ CD7- era mayor en los individuos con ATL en comparacion con
cualquiera de los otros 3 grupos, habiendo una menor diferencia con los pacientes
coinfectados. Estos hallazgos son compatibles con lo encontrado por los estudios
anteriormente citados, ya que las mismas células neoplésicas se caracterizan por este

fenotipo.

Al analizar esta misma variable y compararla entre los pacientes segiin su presentacion
clinica, se encontr6 que era mayor en pacientes con estrongiloidiasis que en pacientes
con PET. Asimismo, esta misma variable no presento diferencias en pacientes con PET
y asintomaticos. Estos dos hallazgos en conjunto sugieren que los pacientes con
estrongiloidiasis, a diferencia de los pacientes con PET, presentan mayor cantidad de
células similares a ATL, por lo que tendria mayor riesgo de progresion hacia dicha
neoplasia. Si bien los pacientes con PET, podrian presentar mayor proliferacion de
linfocitos T infectados por HTLV-1 (CADMI1+) que los pacientes asintomaticos, no
presentan mayor proliferacion de linfocitos similares a ATL (CADM1+ CD7-), por lo
que no se podria plantear como una condiciéon que aumente el riesgo de progresion a

ATL, a diferencia de la estrongiloidiasis en pacientes con HTLV-1.

Es relevante recalcar también que los pacientes con estrongiloidiasis presentaron mayor
porcentaje de linfocitos T CD4+ CADM1+ CD7- que los pacientes asintomaticos, lo
cual también se encuentra en sintonia con lo descrito en los estudios citados. Esto
justamente refleja la capacidad de dicho helminto en acelerar el curso natural de la

infeccion por HTLV-1 hacia ATL.

Correlaciones entre carga proviral de HTLV-1, carga parasitaria de SS y

expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+
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Al analizar la correlacion entre la expresion de CADMI en linfocitos T CD4+ y la carga
proviral de HTLV-1 en pacientes coinfectados, se evidencié una correlacion muy alta,
lo cual es logico y contribuye a considerar a la molécula CADM1 como un marcador
fidedigno para estimar la progresion de la infeccion por HTLV-1. En este sentido,
CADMI podria ser usado como indicador indirecto de progresion de la enfermedad,
como un método alternativo a la carga proviral. Se requeririan mas estudios con mayor

cantidad de individuos para poder establecerlo con mayor certeza.

Por lo contrario, no se encontrd ninguna correlacion entre la carga parasitaria y alguna
de las otras dos variables mencionadas. Si bien se entiende que una mayor carga
parasitaria se correlacione con una mayor carga proviral y, por consiguiente, con una
mayor expresion de CADMI1, por mayor riesgo de hiperinfestacion con SS en la
coinfeccidn, este no fue nuestro hallazgo. Probablemente, se requieran mas individuos
coinfectados para lograr una mejor aproximacion, asi como individuos en condicion de
hiperinfeccion por SS. Sin embargo, también podria explicarse la ausencia de
correlacion debido a la variabilidad de la carga parasitaria medida por el método de

Baermann en diferentes muestras de un mismo paciente.

Limitaciones y fortalezas

Este estudio presenta limitaciones a considerar al interpretar los resultados. En primer
lugar, la seleccion de los participantes fue por conveniencia, buscando contar con un
nimero equilibrado de individuos en cada grupo por el disminuido tamafio muestral.
Esto pudo haber generado cierto sesgo de seleccion y limitar la posibilidad de
generalizar los hallazgos a otras poblaciones. Ademas, el tamafio muestral reducido,
propio de un estudio piloto, disminuye la capacidad para detectar diferencias pequefias

en la expresion de los marcadores inmunoldgicos analizados.
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Por otro lado, los antecedentes de infeccion por SS se basaron en lo referido
verbalmente por algunos participantes, ya que no se contaba con evidencia fisica de
infeccion parasitoldgica previa. En adicion, en los pacientes con infeccion activa de SS,
se desconoce el tiempo de exposicion al parasito. Esto podria haber llevado a una
clasificacion inexacta del estado real de coinfeccion, afectando parcialmente la

comparacion entre grupos.

Asimismo, el uso de muestras criopreservadas, aunque es una practica habitual en este
tipo de investigaciones, podria haber afectado en cierta medida la viabilidad celular o

la intensidad de fluorescencia obtenida por citometria de flujo.

Por otro lado, este estudio solamente consideré al eje PD-1/PD-L1 como puntos de
control inmunologico, dejando de lado a otros como CTLA-4, 1AG-3, 0X40, ICOS,

TIGIT y CD40.

Adicionalmente, al tratarse de un estudio observacional, no fue posible controlar
completamente factores que podrian influir en los resultados, como tratamientos
antiparasitarios previos, estado nutricional, carga viral o presencia de otras infecciones.
En esta linea, al ser un estudio transversal, no se evaluo la evolucion cuantitativa de los
marcadores en cada paciente coinfectado tras el tratamiento con ivermectina. Esto seria
ideal para establecer una mejor asociacion entre la resolucion de la parasitosis y la
normalizacion del perfil de CADM1 y CD7. Finalmente, la cohorte procede de un solo
centro, lo que limita la representatividad geografica y clinica, y restringe la

extrapolacion de los hallazgos a otras poblaciones y a la realidad.

A pesar de estas limitaciones, este trabajo constituye un primer acercamiento
exploratorio que aporta informacion valiosa sobre la interaccion entre HTLV-1 y SS.

Sus resultados permiten identificar aspectos que deberdn ser considerados en futuros
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estudios con un disefio prospectivo, mayor tamafio muestral y un control mas riguroso

de las variables involucradas.
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VI. CONCLUSIONES

En conclusioén, no existe diferencia significativa en la expresion de PD-1 en linfocitos
T CD4+ y linfocitos T CD8+, ni en la expresion de PD-L1 en linfocitos T CD4+
CADMI1+/CD7- en sangre periférica entre los grupos evaluados. Ello sugiere que el
mecanismo por el cual los pacientes coinfectados presentan una progresion mas rapida
hacia la ATL que los pacientes inicamente infectados por HTLV-1, no ocurre mediante
el eje PD-1/PD-L1. Sin embargo, consideramos que seria necesario realizar la misma
comparacion con muestras celulares de biopsias de ganglios linfaticos. Se recomienda
explorar otros posibles mecanismos inmunoldgicos, asi como validar CADM1 como

marcador pronostico en estudios longitudinales y multicéntricos.

Ademéds, los resultados muestran que la expresion de CADMI1 y el fenotipo
CADMI+/CD7- presenta valores similares entre individuos con HTLV-1 con
antecedente de estrongiloidiasis y sus pares sin dicho antecedente. A su vez, estos dos
grupos presentaron valores inferiores a los pacientes coinfectados, por lo que
concluimos que el efecto inmunomodulador presente en la coinfeccion activa es
indistinto a la presencia o ausencia del antecedente de strongiloidiasis en pacientes
unicamente infectados por HTLV-1, pudiendo descartar la posibilidad de un efecto
inmunomodulador residual por parte del parasito.Finalmente, encontramos una
correlacion directamente proporcional y significativa entre la carga proviral de HTLV-
1 y la expresion de CADMI en linfocitos T CD4+, lo cual ratifica que dicho marcador
celular seria fidedigno para estimar la cantidad de linfocitos T CD4+ infectados por
dicho virus. Esto posiciona a CADM1 como una herramienta util para el pronostico y

seguimiento de la progresion de la enfermedad.
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IX. TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Tabla 1: caracteristicas epidemioldgicas y patoldgicas de los participantes.

CARACTERISTICAS DE PACIENTES Y ESTADO DE INFECCION

Caracteristicas

Pacientes

Mediana de edad (IQR) - afios
Sexo femenino - no (%)

Ocupacion - Ama de casa (%)

Lugar de nacimiento - no (%)
Costa
Sierra

Selva

Lugar de procedencia - no (%)
Costa
Sierra

Selva

Condicion metaboélica coexistente - no (%)
Condicion autoinmune coexistente - no (%)

Antecedente infeccioso no SS/HTLV-1 - no (%)

Familiares afectados por HTLV-1 - no (%)

0 familiar afectado
1 familiar afectado

2 o mas familiares afectados

Familiares afectados por SS - no (%)
0 familiar afectado
1 familiar afectado

2 o mas familiares afectados

Clinica presente - no (%)
HTLV-1 sin PET ni ATL
PET

ATL

HTLV-1+ con SS
N=6

45 (35-47)
3 (50%)

3 (50%)

1 (16.7%)
3 (50%)

2(33.3%)

4 (66.6%)

2(33.3%)

4 (66.6%)
2(33.3%)

2(33.3%)

3 (50%)
2(33.3%)

1(16.7%)

4 (66.6%)
1(16.7%)

1(16.7%)

4 (66.6%)

2(33.3%)

Estado de infeccion

HTLV-1+ con SS

previo HTLV-1+ sin SS previo
N=12 N=18
52.5 (39-61.5) 49 (32-55)
9 (75%) 15 (83.3%)
4(33.3%) 8 (44.4%)
6 (50%) 6(33.3%)
4(33.3%) 10 (55.5%)
2 (16.7%) 2 (11.1%)
12 (100%) 14 (77.7%)
- 3 (16.7%)
- 1(5.5%)
3 (25%) 7 (38.8%)
1(8.3%) 3 (16.7%)
4(33.3%) 1(5.5%)
3(25%) 7 (38.9%)
4(33.3%) 8 (44.4%)
5 (41.7%) 3 (16.7%)
11(91.6%) 16 (88.8%)
1(8.3%) 2 (11.1%)
9 (75%) 8 (44.4%)
2 (16.7%) 7 (38.9%)
1(8.3%) 3 (16.7%)

Valor de P

0.5081
0.132%

0.773%

0.563%

0.071%

0.227%
0.477%

0.132%

0.265*

0.140%

03271

Total

N=136

47 (35.5-58)
27 (75%)

15 (41.7%)

13 (36.1%)
17 (47.2%)

6 (16.7%)

30 (83.3%)
5(13.8%)
1(2.7%)
14 (38.9%)
6 (16.7%)

7 (19.4%)

13 (36.1%)
14 (38.8%)

9 (25%)

31 (86.1%)
4(11.1%)

1 (2.7%)

21 (58.3%)
11 (30.5%)

4(11.1%)
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T Prueba de Kruskal-Wallis (distribucion no normal)

*Prueba de Chi-cuadrado

1 Prueba exacta de Fisher (frecuencias esperadas <5)

Tabla 2: Porcentajes de linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan PD-1, y de
linfocitos T CD4+ CADM1+ CD7- que expresan PD-L1 segtn estado de infeccion.

PD1 en LTCD4+

PD1 en LTCDS+

FD-L1 en LTCD4+

CADM1+/CD7-
Mediana Mediana Mediana
(p25-p75) (p25-p75) (p25-p75)
HTLV.1/88. v p55- 0,49 (0,29.0,74) 0,14 (0,05.0,21) 0 (0,0.0,71)
HTLV.1/SS. v p55+ 0,6 (0,44-0,74) 0,06 (0,00-0,45) 0,17 (0,1.0,29)
HTLV-1-/85~ 0,97 (0,89-1,11) 0,07 (0,05-0,13) 0,1 (0,05-0,14)
ATL 061 (0.55-0.65) 0.06 (0,03-0.18) 0.19(0,11-0.4)

Tabla 3: Porcentajes de linfocitos T CD4+ que expresan CADM1 y no expresan CD7
segun estado de infeccion.

CADMI en LTCDY+

CADMI v ausencia de CD7 en LTCD4+

HTLV-1/85- v p55-
HILV-1/55- v p53+
HTLV-1+/85~+

ATL

Mediana (pl5-p75)
5,74 (2,5-11,4)
701 (5,46-2.04)

22.15(1905-27,13)

60.3 (28.08-00.66)

Mediana (p25-p75)
3.01(1,21-4.80)
3,65 (2,2-4.88)
11,85 (6,8-19.1)

57.3 (21.19-92 243

Tabla 4: Porcentajes de linfocitos T CD4+ que expresan CADM1 y no expresan CD7
segun presentacion clinica.

CADM]I en LTCD4+

CADM]1 v ausencia de CD7 en LTCD4+

Mediana (p25-p75)

Mediana (p25-p75)

SS activa 22,15 (19,05-27,13) 11,85 (7,78-17,58)
ATL 60,3 (28,98-90,66) 57,3 (25,4-88,62)
PET 10,07 (7.11-20,04) 4,62 (3.65-5.74)
Asintomatico 5,74 (2,52-8.5) 2,7 (1.41-4.45)
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Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ segun status infeccioso Expresién de PD-1 en linfocitos T CD8+ segun status infeccioso
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Grifica 1. Expresion de PD-1 en Linfocitos T CD4+y TCD8+

(Panel A) Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ segun status infeccioso.
(Panel B) Expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+ segun status infeccioso.
(Panel C) Expresion de PD-L1 en linfocitos T CD4+ CADM1+/CD7- segln status infeccioso.
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Grifica 2. Expresion de CADM1 y CD7 en Linfocitos T CD4+

(Panel A) Expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ segun status infeccioso.

(Panel B) Expresion de CADM1 y CD7 en linfocitos T CD4+ segun status infeccioso.
(Panel C) Expresion de CADMI1 en linfocitos T CD4+ seglin presentacion clinica.

(Panel D) Expresion de CADM1 y CD7 en linfocitos T CD4+ seglin presentacion clinica.
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Correlacion entre expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ y carga proviral de HTLV-1 en pacientes coinfectados
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Grifica 3. Correlaciones entre carga proviral de HTLV-1, carga parasitaria de SS y expresion de CADM1 en
linfocitos T CD4+ en pacientes coinfectados.

(Panel A) Correlacion entre carga proviral de HTLV-1 y expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ en pacientes
coinfectados.

(Panel B) Correlacion entre carga parasitaria de SS y expresion de CADM1 en linfocitos T CD4+ en pacientes
coinfectados.

(Panel C) Corrlacion entre carga proviral de HTLV-1 y carga parasitaria de SS.
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ANEXOS

Anexo 1: Definicion operacional de variables

Variable Tipo Escala Definicion Dimensiones/C Fuente de datos
de operacional ategorias
medici
on
Expresion Cuanti Contin Porcentaje de - Citometria de flujo
relativa de tativa ua linfocitos T CD4+y
PD-1/PD-L1 linfocitos T CD8+
en linfocitos que expresan PD-1,
T y porcentaje de
linfocitos T CD4+
CADMI1+/CD7- que
expresan PD-L1.
Expresion Cuanti Contin Porcentaje de - Citometria de flujo
relativa de tativa ua linfocitos T CD4+
CADMly que expresan
CD7 en CADMI1 y CD7.
linfocitos T
Carga Cuanti Contin Medido por - PBMC:s corridos por
proviral en tativa ua copias/100 PBMCs RT-gPCR en historias
sangre clinicas
periférica
Concentraci6 Cuanti Contin Medido por - Diagnostico por test
n de larvas tativa ua larvas/gr de Baermann
en heces modificado en
historias clinicas
Estado de Cualit Nomin Patdgenos presentes Infectados con Revision de las
infeccion ativa al en el individuo HTLV-1 con historias clinicas con
infeccion previa diagnostico por
de SS prueba de Baermann
modificada o agar
Infectados con placa positivo para
HTLV-1 sin SS, y serologia y
infeccion previa Western Blot
de SS positivas para HTLV-
Coinfectados L
con HTLV-1y
SS
Pacientes con
ATL




Presentacion Cualit Nomin Enfermedad ATL Revision de las
clinica ativa al asociada a HTLV-1 historias clinicas.
presentada en el PET
individuo.
Estrongiloidiasi
s activa
Asintomaticos
Anexo 2:
I.  Protocolo de descriopreservacion de PBMCs
e (Calentar agua en Beaker de 200 ml a 40°C
e Tener un rack azul con tapa
e Llevar el Beaker con el termémetro y el rack al criobanco
e Sacar el criovial
e En paralelo poner el agua caliente en el rack hasta la linea azul inferior
e Pasar inmediatamente el criovial al rack, con cuidado de choque térmico.
e Inmediatamente ir a la campana donde ya se tiene:
o Tubo de centrifuga de 15 ml
o Pipeta serologicade 5y 10 ml
o Pipetero
o RPMI incompleto
o 1 par de guantes
e Previamente tener 10 ml de RPMI en el tubo de centrifuga de 15
e (on la pipeta de 5 ml sacar el contenido del criovial y ponerlo en el tubo de
centrifuga.
e Sisigue congelado agregar un poco de RMPI del tubo de centrifuga al criovial
y mezclar.
e Repetir hasta que se descongele todo.
e Tener lista la centrifuga a 500 g x 15 min Brake 0
e C(entrifugar inmediatamente y luego decantar el sobrenadante
II.  Protocolo de tinciéon de PBMCs con anticuerpos
e En cada tubo de citometria, transferir 10 ul de los anticuerpos seleccionados
y afladir 50 ul de la solucién de PBMC:s.
e Incubar por 30 minutos a 2 - 8 °C sin exposicion a la luz
e Anadir 2 ml de PBS en cada tubo
e Centrifugar a 300 x g por 5 minutos y luego remover el sobrenadante
e Lavar las células con 500 ul de PBS en cada tubo
e Correr las muestras en el citometro de flujo
III.  Protocolo de citometria de flujo

Se muestran las especificaciones técnicas del panel de fluorocromos a utilizar
y los paneles de deteccion de fluorocromos segin cada uno de los tres laseres




correspondientes al citometro de flujo de modelo BD FACSCanto™ II. Estos
paneles fueron obtenidos de la pagina web de BD Biosciences.

Lasers  channel Fluorochromes BD Horizon™ V450, Pacific Blue™", DAPI 450150 NA
BD Horizon™ V500', AmCyan' 510150 502 LP
BD
Horzon
Green (510/50) 80 Horizon V500 V500-C | AmCyan < 488/10 NA
Alera FITC:, Alexa Fluor® 488" 53030 502 P
iy PE2 585/42 556 LP
NA 610 LPL
PerCP?, PerCP-Cy5.5? 670 LP 655 LP
PE-Cy7? 780/60 735 1P
APC, Alexa Fluor® 647 660120 NA
NA 685 LP
S— pe APC-Cy7?, APC-HT' 780/60 7351P

Figuras 1y 2: Especificaciones técnicas del citémetro de flujo BD FACSCanto™ I1

m Display Options . (5, Cytometer:  BDFACSCanta™ I =  Excitation (nm): | 488~ | g Show Em when Ex% > 5 m

PerCP-Cy5.5

Wavelength (om)
Fluorochrome %Max @Ex @Em Filters n PerCP.. PECy? APC  Pacif. APCC

1 [T sl 880 [530/30:\ 04% [ 03% [ 18% [ x [57% | x |
2 [ DG (sese2 3) @ [125% G o5% | t6o% [ 02% | 1% | x|
3 [ PerCP-CyS5 3| 984 (oo &)@ x [ 25% JEXSH 738% [ s05% [ x [ 0% |
o [PEGyT ] 618 (me060 ¢)@[ x | x | ns% x | x| 7e% |
sfac & 11 (66020 3] @[ x | 25% | 65% | 13% T
o [racsan 1) o moe[ s [ [+ Kl ]
7 [APCOy 3 33 (78060 ¢) @[ x | x [ ns% [eos% | x | «x

Figura 3: Panel de deteccion de fluorocromos para laser azul (488 nm) del citdmetro de
flujo BD FACSCanto™ 11
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Figura 4: Panel de deteccion de fluorocromos para laser violeta (405 nm) del citdmetro de
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Panel de deteccion de fluorocromos para laser rojo (633 nm) del citdmetro de

flujo BD FACSCanto™ I

Protocolo de RT-qPCR para deteccion de carga proviral

e Descongelamiento de los PBMCs segun protocolo.
e Preparacion del lisado celular a partir de células en suspension (PBMCs)

1.
2.

Adicion de 200 uL del Buffer A de digestion al Pellet celular.
Vortexear suavemente para mezclar.

e Tratamiento con ARNasa A para un ADN gendmico libre de ARN:

1.

il

6.
7.

Adicion de 10 KUnitz de ARNasa A a la suspension celular (no
sobrepasar los 20 uL).
Mezclar bien
Adicion de 12 uL de Proteinasa K a la suspension.
Vortexear suavemente para mezclar.
Incubar por 1 hora a 55°C.
a. Ellisado se considera completado cuando se obtiene un lisado
relativamente claro.
Afadir 200 uL de Buffer SK al lisado. Vortexear para mezclar.
Afadir 200 uL de etanol al 96 - 100%. Vortexear para mezclar.

o Unir a la Columna

1.

2.

Armar una columna de centrifugacion con un tubo de extraccion.
Llenar hasta 600 uL de la mezcla a la columna de centrifugacion
alistada.

Tapar la columna y centrifugar la unidad por 3 minutos a 5 200 g (~
8 000 RPM).

a. Asegurar, mediante inspeccion, que todo el volumen del
lisado haya pasado al tubo de extraccion.
b. Si no ha pasado todo el filtrado, centrifugar por 2 minutos a

14 000 g (~ 14 000 RPM).



4.

5.

Luego de la centrifugacion, descarte el fluido y vuelva a montar la
columna de centrifugacion con su tubo de extraccion.
Repetir hasta que la mezcla de lisado haya paso mediante la columna.

e [Lavar ADN unido

1.

2.

Afadir 500 uL de Solucion de Lavado A a la columna y centrifugar
por 1 minuto a 14 000 g (~ 14 000 RPM).

Luego de la centrifugacion, descarte el fluido y vuelva a montar la
columna de centrifugacion con su tubo de extraccion.

Afadir 500 uL de Solucion de Lavado A a la columna y centrifugar
por 2 minutos a 14 000 g (~ 14 000 RPM).

Cuidadosamente libere la columna de centrifugacion del tubo de
extraccion y descarte el tubo de extraccion y el fluido.

a. En caso haya quedado liquido en la columna de
centrifugacion, descarte el liquido y rearme la columna de
centrifugacion con su tubo de extraccion. Se recomienda
volver a centrifugar por 1 minuto a 14 000 g (~ 14 000 RPM)
para secar la columna.

e Elucion de ADN limpio

1.

2.

3.

4.

Armar una columna de centrifugacion (con ADN unido a la resina)
con un tubo de Elucion de 1.7 mL

Anadir 200 uL del Buffer de Elucion B al centro de la cama de resina.
Centrifugar por 1 minuto a 3 000 g (~ 6 000 RPM). Parte del Buffer
de Elusion B pasara a través de la columna, esto permite que se dé la
hidratacion del ADN.

Centrifuge por 2 minutos a 14 000 g (~ 14 000 RPM) para recolectar
el volumen de elucion total

Realizar elucion adicional si asi desea. El rendimiento puede mejorar
en un 20-30% si se realiza una segunda elucion

e El ADN gendmico purificado puede guardarse entre 2-8°C por algunos dias.
Para almacenar por mas tiempo se recomienda una temperatura de -20°C.



Anexo 3: Presupuesto

Producto Unidades Proveedor Precio
Pacific Blue - anti- 1 BioLegend 248.00 USD
human CD3 100

tests

FITC - anti-CADM 1 1 MBL 410.42 USD
100 tests

PE - anti-human 1 BioLegend 264.00 USD
CD274 100 tests

PerCP-Cy5.5 - anti- 1 BioLegend 358.00 USD
human CD279 100

tests

PE-Cy7 - anti-human 1 BioLegend 248.00 USD
CD7 100 tests

APC - anti-human 1 BioLegend 72.00 USD
CD4 100 tests

APC-Cy7 anti- 1 BioLegend 286.00 USD

human CDS 100
tests

Total

1,886.42 USD




