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RESUMEN

Antecedentes: Pacientes con HTLV-1 y Strongyloides stercoralis (SS) desarrollan
Leucemia/ Linfoma de linfocitos T del adulto (ATLL) a edades méas tempranas y
presentan mayor carga proviral (CPV) de HTLV-1 que pacientes sin SS. Se desconoce
si el efecto de SS sobre la CPV perdura luego de su erradicacion. Objetivo: Describir
la evolucién de la CPV luego del tratamiento antihelmintico y determinar si la variacion
de la CPV esté correlacionada a la carga larval (CL) de SS. Materiales y métodos:
Anédlisis de datos secundarios de un estudio observacional, descriptivo y longitudinal
que incluy6 pacientes con HTLV-1+/SS+. En el andlisis principal, evaluamos la CPV
y la CL antes y hasta 36 meses después del tratamiento antihelmintico en 21 casos.

Resultados: Se observd una CPV inicial elevada (mediana de 436 copias/ 10"

PBMC'’s; RIC 341-974, datos disponibles en 19 sujetos), con valores mayores en

hombres, mayores de 46 afios, con estrongiloidiasis previa, eosinopenia y CL elevada.
Tras una elevacion inicial de la CPV, se observé una tendencia a la disminucion; esta
variacion fue también mayor en hombres, mayores de 46 afios y con estrongiloidiasis
previa. Observamos una correlacién positiva entre la CL inicial con la CPV inicial
(rho de Spearman 0.59), pero no con la variacion de CPV. Conclusiones: La
correlacion positiva entre la magnitud de la CL y CPV inicial sugieren que el efecto de
SS sobre la infeccién por HTLV-1 depende de la presencia y magnitud de la infeccion

activa por SS.

Palabras clave: Strongyloides stercoralis, HTLV-1, Carga proviral, Carga larval



ABSTRACT

Background: Patients with HTLV-1 and Strongyloides stercoralis (SS) develop Adult
T-cell Leukemia/Lymphoma (ATLL) earlier and exhibit a higher proviral load of
HTLV-1 than patients without SS. It is unknown whether the effect of SS on the
proviral load (PVL) persists after its eradication. Objective: To describe the evolution
of HTLV-1’s proviral load after antihelminthic treatment and determine if the variation
in PVL is correlated with the larval load (LL) of SS. Materials and Methods:
Secondary data analysis of an observational, descriptive, and longitudinal study. A
sample of 21 HTLV-1+/SS+ patients was analyzed, evaluating PVL and LL before and
up to 36 months after antihelminthic treatment. Results: An initial increase followed
by a tendency towards decrease of PVL was noted. The decrease was more pronounced
in male patients, aged over 46 and with history of strongyloidiasis. A positive
correlation was observed between initial PVL and initial LL (p 0.02). No correlation
was observed between the variation in PVL and LL load (0.71). Conclusions: This
study found no evidence that SS has effects on PVL after its eradication. Although no
correlation between LL and the variation in PVL was found, the LL and initial PVL
were found to be positively correlated. These findings suggest that the effect of SS on
the natural history of HTLV-1 infection depends on an active SS infection. and on its

magnitude.
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I. INTRODUCCCION

HTLV-1

HTLV-1 es un Retrovirus ARN de cadena simple del género Deltaretroviridae y de la
familia Retroviridae descrito por primera vez en 1979 que afecta a aproximadamente
5-10 millones de individuos a nivel mundial particularmente en regiones tropicales y
subtropicales del mundo como América del Sur, Centroamérica, Japon y Africa
occidental (1). EI 90% de infectados permanecen asintomaticos. En la minoria
sintomatica suelen transcurrir décadas desde la infeccion hasta la aparicion de las
manifestaciones clinicas (2). Estas manifestaciones pueden ser leves como la dermatitis
infecciosa hasta potencialmente mortales como Leucemia/ linfoma de linfocitos T del
adulto (ATLL) y la Paraparesia espastica tropical/ mielopatia asociada a HTLV-1
(HAM/TSP) condiciones con un riesgo de desarrollo de 3% y 5% respectivamente (2)
(3).

Historia natural de la infeccién

HTLV-1 tiene tres vias de transmision: vertical, por contacto sexual y por via
parenteral. De estas, la via de transmisién mas asociada al desarrollo de ATLL es la
vertical a través de la leche materna (4). La transmision de HTLV-1 ocurre
exclusivamente por contacto directo de célula- célula (5), -caracteristica
fundamentalmente distinta al otro retrovirus virus de inmunodeficiencia humano
(VIH). Por esta caracteristica intrinseca, HTLV-1 aumenta el nimero de células
infectadas in vivoa través de la evasion del sistema inmune, la proliferacion de células

infectadas y la inhibicion de la apoptosis. La proliferacion celular ocurre por dos



principales mecanismos: 1) ruta infecciosa: transmision célula- célula de viriones,
formando lineas celulares con distintos sitios de insercion del provirus y 2) ruta
mitotica: mitosis de células infectadas que forman, en su mayoria, células clonalmente
idénticas a la célula original. Durante la primoinfeccion por HTLV-1 ocurre una gran
diseminacion de la infeccién a través de la ruta infecciosa con la formacion de
aproximadamente 1000 a 100.000 distintas lineas clonales de células infectadas (6).
Una vez establecida la infeccidn, la proliferacién de las células infectadas ocurre en su
gran mayoria por la ruta mitética. La proliferacion mitdtica es potenciada
principalmente por la expresion de los genes reguladores de HTLV-1 (Tax y HBZ
(HTLV-1 basic leucine zipper)) (7) y por la estimulacion antigénica cronica. Si bien la
proteina Tax tiene efectos pleiotropicos, suefecto neto es inducir la proliferacion
celular. Tax es ademas una proteina altamente inmunogénica (8) cuya expresion tiende
a ser episodica y a disminuir conforme avanza la historia natural de la
infeccion.Recientemente se ha descrito que durante la infeccion cronica, Tax se expresa
en estallidos replicativos inducidos por estrés celular, lo que permite la manutencién
del reservorio de células infectadas y la evasion de una respuesta citotoxica efectiva.
Por el contrario, HBZ es una proteina expresada constitutivamente que principalmente

evita la apoptosis y permite la supervivencia de células infectadas en el tiempo (9).



Clonalidad y carga proviral

Luego de la infeccion inicial, la carga proviral de HTLV-1 aumenta hasta llegar a un
pico a partir del cual disminuye (10) hastaun valor estable en el tiempo en portadores
asintomaticos (11). Si bien el uso clinico de la carga proviral resulta limitado por
carencia de estudios confirmatorios, es el mejor marcador laboratorial de riesgo y
severidad disponible para el monitoreo de la infeccion por HTLV-1, incluyendo la
valoracién del riesgo de HAM/TSP (12-15) y ATLL (16). La magnitud de la carga
proviral depende tanto de la cantidad de lineas clonales presentes en un paciente
(policlonalidad) establecidas durante la primoinfeccion por la ruta infecciosa como de
la presencia de un nimero reducido de lineas clonales altamente prevalentes generadas
por la ruta mitética (oligoclonalidad) (17). Se ha descrito que pacientes coinfectados
con SS presentan mayores niveles de carga proviral que pacientes sin SS (18).
Asimismo, un estudio reciente analizo el indice de oligoclonalidad y carga proviral en
pacientes coinfectados con HTLV-1 y el virus de Hepatitis B (VHB) encontrando
mayores niveles de oligoclonalidad en comparacién a pacientes sin VHB y una
correlacion positiva entre el indice de oligoclonalidad y el titulo de antigeno de
superficie de VHB (19). Estos hallazgos sugieren que la estimulacion antigénica de
linfocitos T infectados por HTLV-1 especificos seria un potencial mecanismo en la

proliferacion de linfocitos T infectados, y potencialmente, en la progresion a ATLL.



Strongyloides stercoralis (SS)

SS es un nemétodo endémico de regiones tropicales y subtropicales del mundo con 50-
100 millones de casos estimados (20). El ciclo bioldgico de SS se caracteriza por un
ciclo de vida libre y otro parasitico. Larvas filariformes, el estadio infectante, ingresan
al hospedero al penetrar areas de piel expuestas, migran por el sistema circulatorio
hasta los pulmones donde ingresan y ascienden por el tracto respiratorio hasta ser
deglutidas y llegar al tracto gastrointestinal donde maduran al estadio adulto hembra.
la La hembra adulta reside en la mucosa intestinal y se reproduce liberando larvas
rabditoides al lumen las cuales tienen la capacidad de madurar dentro del hospedero y
autoinfectarlo (21). Aproximadamente el 50% de infectados con SS permanecen
asintomaticos. Las manifestaciones clinicas suelen ser sintomas gastrointestinales
leves y/o eosinofilia. Sin embargo, pacientes inmunosuprimidos, especialmente
coinfectados con HTLV-1 y/o en corticoterapia, pueden presentar dos tipos de cuadros
severos con tasas de mortalidad de 85-100% : sindrome de hiperinfeccion y

estrongiloidiasis diseminada (21).

SS-HTLV-1

HTLV-1y SS comparten muchas de las mismas zonas endémicas incluyendo casi todo
el territorio Sudamericano (22,23). Se ha identificado una relacion entre ambos
patogenos en la cual la frecuencia y severidad de las manifestaciones clinicas de uno
aumenta ante la presencia del otro. Pacientes con HTLV-1 coinfectados con SS
presentan ATLL mas precozmente que pacientes no coinfectados (edad media: 39 vs

70 afios) (24).



Para la progresion temprana a ATLL, se han propuesto tres posibles mecanismos
(Figura 1): 1) La coinfeccién mediante estimulacion antigénica cronica aumentaria el
numero de células infectadas por HTLV-1, lo que conllevaria, a través del aumento de
la expresion de las proteinas Tax y HBZ, a la acumulacion de mutaciones oncogénicas
y la transformacion maligna temprana. 2) La coinfeccion aumentaria la proporcion de
linfocitos T reguladores (Tregs) los cuales suprimirian la respuesta T citotoxica
especifica contra las proteinas viricas Tax y HBZ. 3) La infeccidn por SS promoveria
la translocacién microbiana generando un estado de inflamacién cronica siendo este un
estado pro- oncogénico (25). Se ha descrito que pacientes coinfectados con SS tienen
mayores niveles de carga proviral que pacientes monoinfectados por HTLV-1 (18). En
el mismo estudio, se analizo la carga proviral de dos pacientes coinfectados a los 12
meses de la deteccion de la infeccion por SS: uno presentd erradicacion de la infeccion
por SS, el otro paciente persistio con la parasitosis (18). A los 12 meses, el paciente
con erradicacion de SS presentd una disminucion significativa de la carga proviral,
mientras que el paciente con persistencia de la estrongiloidiasis presentd un aumento
significativo de la coinfeccion. Sn desconocer las limitaciones ante el muy limitado
namero de casos de tal reporte (18), estos hallazgos sugieren que la infeccion activa

por SS es requerida para al aumento de la carga proviral.
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Figura 1: Esquema representativo de los mecanismos propuestos para la progresion
precoz a ATLL. Tregs: Linfocitos T reguladores. ATLL: Linfoma-Leucemia de

Linfocitos T del adulto

Rol de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) gastrointestinal

Con lainformacion mencionada previamente emerge la interrogante de por qué la Ginica
coinfeccidn asociada a progresion precoz a ATLL es SS. Mas del 90% de células
infectadas por HTLV-1 son linfocitos T de memoria (Tm) (26) de los cuales una
fraccion significativa se encuentra en la tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) del
tracto gastrointestinal (27) como linfocitos T de memoria residentes (Tmr). Estos Tmr
tienen la capacidad tanto de proliferar ante estimulacion antigénica (28) como de
migrar de los tejidos periféricos a los tejidos linfoides secundarios (29,30). Nuestro
grupo de estudio ha descrito previamente el efecto a nivel del tejido gastrointestinal de

la coinfeccion HTLV-1/SS en la cual HTLV-1 disminuye el nimero de eosindéfilos y



células IgE (+) circundantes a SS, asi como un aumento del nimero de linfocitos T
reguladores circulantes (31). En este estudio, reconociendo que HTLV-1 causa efectos
a nivel local sobre la respuesta inmune contra SS, nosotros planteamos como
hipotesis de investigacion que SS induciria, mediante estimulacion antigénica
cronica en el MALT, la proliferacion de linfocitos Tmr infectados por HTLV-1 lo
cual se traduciria en una correlacion en el tiempo entre los niveles de la carga
proviral con la presencia de infeccion por SS. El objetivo de investigacion es
describir la carga proviral de HTLV-1 antes y hasta 36 meses después del tratamiento
antihelmintico y correlacionar la CPV vy la variacién de la CPV con la carga larval, en

una poblacion de pacientes coinfectados con SS/HTLV-1.

Importancia del estudio

Si bien escasos reportes han descrito que pacientes con HTLV-1 coinfectados con SS
tienen mayores niveles de carga proviral, se desconoce si el efecto es exclusivo al
tiempo de la infeccion activa por SS o si los efectos de la estimulacion antigénica
cronica perduran luego de la erradicacion de la infeccion por SS. Nuestro estudio
permitird entender mejor la evolucién natural de la carga proviral de HTLV-1 luego de
la erradicacion de la infeccion por SS. Ampliar el conocimiento sobre los efectos que
tiene SS a largo plazo, incluso luego de su erradicacion, en personas con infeccion por
HTLV-1 permitira elaborar posibles intervenciones de tamizaje, diagnoésticas y/o

terapéuticas para mitigar el riesgo a la progresion de ATLL.



1. OBJETIVOS

Objetivo _principal: Describir la variacion de la CPV de HTLV-1 en pacientes

coinfectados con SS antes y hasta 36 meses después del tratamiento antihelmintico.

Objetivo secundario: En pacientes coinfectados con HTLV-1 y SS, correlacionar la

carga larval inicial de SS con (i) la carga proviral inicial (antes del tratamiento
antihelmintico) y (ii) la variacién de la carga proviral de HTLV-1 antes y después del

tratamiento antihelmintico.



I1l. MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio
El presente es un estudio de andlisis de datos secundarios de un estudio primario de
disefio observacional, descriptivo y longitudinal (“El efecto de Strongyloides

stercoralis en la progresion de la infeccidon por HTLV-1 ; codigo SIDISI 101272).

Descripcion del estudio primario

El estudio primario,liderado por el Dr. Martin Montes, se realizo entre los afios 2017-
2023 con el objetivo dedescribir los efectos de la coinfeccion por Strongyloides
stercoralis en la progresion de la enfermedad por HTLV-1. Los objetivos especificos
fueron: 1) probar la hipétesis que SS aumenta la carga proviral por HTLV-1, que
incrementa el nimero de células infectadas y que conlleva a la progresion maligna
temprana de linfocitos T CD4 infectados 2) probar la hip6tesis de que la progresion
temprana a ATLL involucra 1 o mas de los siguientes 3 mecanismos: A)
linfoproliferacion de células infectadas por HTLV-1 (secundario a incremento de la
carga proviral y/o estimulacion antigénica) B) Translocacion bacteriana 3) Expansion
de linfocitos T reguladores. Para esto se plane6 reclutar 25-50 pacientes por afio que
cumpliesen los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion

e Infeccion por Strongyloides stercoralis
e 18-65 afios de edad

e Serologia positiva para HTLV-1



e Firmar el consentimiento informado aprobado por CIE

Criterios de exclusién

e Infeccion por VIH
Los participantes fueron reclutados del servicio de consulta ambulatoria y de
hospitalizacion del Departamento de Enfermedades Infecciosas y Tropicales del
Hospital Cayetano Heredia.
El diagnostico de infeccion por Strongyloides stercoralis se basé en una muestra de
heces positiva a través del método de Baermann (microscopia directa) o por cultivo
mediante Agar Plate Culture (APC). En todos los participantes con tal diagnéstico se
realiz6 cuantificacion de la carga larval usando el método de concentracion vy
microscopia directa de Baermann modificado en copa y se complementd con un
coprocultivo. Este procedimiento se repitié en cada visita de control, las cuales se
programaron a las 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses y luego cada 6 meses
hasta la culminacion del estudio.
En el caso de participantes con HTLV-1 se realiz6 la medicion de carga proviral en la
primera visita y luego se repitio en los controles de 2 semanas, 1 mes, 3 meses, 6 meses
y luego cada 6 meses hasta la culminacion del estudio. Para la cuantificacion de la
carga proviral se realizé la prueba de reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real
(gPCR) SYBR Green cuyo método se encuentra descrito en el Anexo 2.
Todos los procedimientos de laboratorio previamente descritos fueron realizados por
personal calificado en laboratorios del Instituto de Medicina Tropical Alexander von

Humboldt (IMT AvH).
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Todos los participantes recibieron el mismo tratamiento antihelmintico: Ivermectina
200mcg/kg/ dia via oral por 2 dias repetido dos semanas después (en la primera visita
control de las 2 semanas). Dado que cierto periodo del estudio coincidié con la
pandemia, durante las visitas se obtuvo informacion sobre consumo adicional de

ivermectina.

Poblacion

Nuestro estudio analizé datos sobre carga proviral y carga larval de la base de datos
del estudio primario (cédigo SIDISI 101272). No se tuvo contacto directo con ningln
participante.

Para este estudio, se mantuvieron los criterios de inclusion del estudio primario.El
unico criterio de exclusion adicional fue que los pacientes no hubieran accedido al

almacenamiento y uso futuro de las muestras obtenidas.

Muestra
Se analizaron datos sobre carga larval y carga proviral de pacientes coinfectados con
HTLV-1 y SS de la base de datos del estudio primario SIDISI 101272 hasta los 36

meses se seguimiento.
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Muestreo

El muestreo utilizado fue de tipo no probabilistico por conveniencia analizdndose los
registros de todos los pacientes que formaron parte del estudio SIDISI 101272 que
cumpliesen con los criterios de inclusion y exclusion previamente mencionados.

Tamafio muestral

Se seleccionaron a todos los registros de pacientes con HTLV-1y SS reclutados por el

estudio principal que contasen con > 1 medicion de CPV > 0 copias/ 104 PBMC’s.

Definicion operacional de variables

Enfermedades asociadas a HTLV-1

- Definicion operacional: infecciones severas (sindrome de hiperinfeccion o
estrongiloidiasis diseminada), paraparesia espastica tropical/ mielopatia
asociada a HTLV-1 (HAM-TSP), leucemia- linfoma de linfocitos T del adulto
(ATLL).

- Variable: Categorica politdmica en escala de medicién ordinal

- Registro: digital

Infeccién por HTLV-1

- Definicion operacional: Enzimoinmunoanalisis (EIA) reactivo para HTLV-1
confirmado via Western Blot
- Variable :Categorica dicotomica en escala de medicién nominal

- Registro: Digital

12



Infeccién por Strongyloides stercoralis

Definicion operacional: Método de sedimentacion de Baermann modificado en
copa por Lumbreras y/o cultivo de heces en agar positivo para Strongyloides
stercoralis.

Variable: Categdrica dicotomica en escala de medicion nominal

Registro: Digital

Carga proviral

Definicion operacional: numero de copias de ADN de HTLV-1 sobre un nimero
fijo de PMBC’s medido mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativo (QPCR) mediante SYBR Green | dye como registro fluorescente entre
dos tiempos de medicion determinados. La medicion de la CPV es utilizada
ampliamente con fines de investigacion, pero su aplicacion clinica es hasta la fecha
es limitada por complejidad en el procesamiento y variabilidad inter e intra-
laboratorial (32).

Variable: Cuantitativa continua, en escala de medicion de intervalo

Registro: Digital

Carga larval

Definicion operacional: Numero de larvas por campo de muestra en heces mediante
el método de concentracion y microscopia directa de Baermann modificado en
copa.

Variable: cuantitativa discreta en escala de medicion de intervalo

13



- Registro: Digital

Procedimientos y técnicas

Objetivo principal

Se describidé la CPV vy la variaciéon de la CPV de HTLV-1 antes y hasta 36 meses
después del tratamiento antihelmintico mediante medidas de resumen y de dispersion
Se emplearon graficos de cajas y bigotes tanto en la muestra total como en subgrupos
definidos por las siguientes variables de interés: sexo, edad, estrongiloidiasis previa,

eosinopenia (< 50 cel/mL) y carga larval.

Objetivo secundario

Se representd la CL inicial mediante un grafico de cajas y bigotes. Luego, se
correlaciono la CL inicial con (i) la CPV inicial y (ii) con la variacion de la CPV entre
hasta los 12 meses. Para determinar la correlacion entre los niveles de CPV y CL se
utilizé el coeficiente de correlacion de Spearman. Utilizamos una matriz de correlacién
para la representacion grafica de las unidades de analisis. Se considerd un nivel de
significancia (o)) < 0.05 como estadisticamente significativo.

Todas las pruebas y mediciones estadisticas se realizaron utilizando el Software

Stata/BE v 18 (licencia personal).
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Manejo y analisis de datos

La informacion clinica y de laboratorio fue obtenida de una base de datos en la cual la
informacion fue codificada. No se incluyeron los nombres y datos de los participantes
presentes en las bases de datos que pudiesen identificarlos fuera del estudio. La base

de datos fue manejada exclusivamente por los investigadores y personal autorizado..

Aspectos éticos del estudio

Este protocolo fue presentado y aprobado por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). EI anélisis de la informacién
recolectada se realiz6 en computadoras del Instituto de Medicina Tropical AvH a las
cuales se pudo acceder Unicamente con codigos personales de los investigadores
correspondientes.

El protocolo y consentimientos del estudio primario (SIDISI 101272), fueron también
revisados y aprobados por el Comité Institucional de Etica de la UPCH . El
consentimiento informado original del estudio primario SIDISI 101272 se encuentra

en el Anexo 1.
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IV. RESULTADOS

Seleccidn de poblacién de estudio

En el estudio primario (SIDISI 101272) se identificaron 21 registros de pacientes con
coinfeccion SS+/HTLV-1+. Deellos, 5 (23%) presentaron por lo menos 4 mediciones
de carga proviral que incluian los tiempo 0-2s, 1-3m, 6-12m o0 24-36 meses; 14 (67%)
presentaron entre 1 a 3 mediciones de carga proviral; un paciente no presento ninguna
medicion de carga proviral y un paciente presentd 3 mediciones de carga proviral de 0
copias/ 104 PBMC'’s , situacion que cuestionaba el status de infeccion por HTLV-1.
Por estos motivos, se decidid retirar a estos dos ultimos pacientes del analisis quedando

19 para los analisis de interés (figura 1).

Caracteristicas clinico-epidemioldgicas iniciales

De los 19 pacientes analizados, 11 fueron hombres (58%) y 9 mujeres (42%) (tabla 1).
La mediana de la edad fue 46 (RIQ 29-51); ninguno presentd ATLL al momento del
diagndstico o durante el seguimiento. Cinco pacientes presentaron HAM/TSP al
momento del inicio del tratamiento antihelmintico y dos pacientes presentaron
estrongiloidiasis severa. El promedio de hemoglobina antes del tratamiento
antihelmintico fue de 12.59 mg/dL (DE 2.36), la mediana de leucocitos 7100 cel/mL
(R1Q 5600-9400), la mediana de linfocitos 2020 cel/mL (RI1Q 1460-2570) y la mediana
de eosinofilos 140 cel/mL (RIQ 278-600). Ningun paciente se automedicO con

Ivermectina durante la pandemia COVID-109.
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Carga proviral y carga larval inicial

La medicién de CPV inicial (0s) estuvo disponible en 14 de 19 pacientes,
encontrandose una mediana de 436 copias/ 104 PBMC’s) (RIC 341-974) (figura 2).
La mediana de CL inicial (disponible en 18 de 19 pacientes) fue 19.5 larvas/gramos
(RIC 12-27) (figura 3); un paciente present6 un valor extremo de 8700 larvas/ gramo.
Clinicamente este paciente presentd diarrea y dolor abdominal, mas no hallazgos
sugerentes de estrongiloidiasis severa.

Observamos que la mediana de CPV fue mayor en hombres ( 513 copias/10”4 PBMC’s
(441-1029) vs. 341 (331-974) en mujeres), en menores de 46 afnos (974 (341-993) vs.
436 (357-513) en mayores de 46 afios) y en pacientes con eosinopenia (727 (481-974)
vs 431 (333-993) en pacientes con recuentos normales de eosindfilos. Asimismo, la CL
inicial fue mayor en mujeres, en pacientes mayores de 46 afios y en pacientes con
eosinopenia (tabla 2). No hubo diferencias notables tanto en CPV y CL segln el
antecedente de estrongiloidiasis. Por ultimo describimos la CPV inicial segun la carga
CL, definiendo como elevada valores por encima de la mediana calculada (19.5
larvas/gramos). Observamos que pacientes con CL elevada presentaron una mediana

de CPV mayor que pacientes con CL no elevada (figura 4).

Evolucién de la carga proviral
En la Figura 5 se puede apreciar la carga proviral en los puntos de medicion de 0, 2, 4,
12 y 24 semanas post. tratamiento antihelmintico. Si bien no se dispuso de mediciones

completas, observamos un aumento de la mediana de CPV a las 2 semanas lo cual se
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mantuvo hasta las 12 semanas de seguimiento, luego de lo cual presentd una tendencia
a disminuir a las 24 semanas. Estas observaciones no variaron al retirar a los dos
pacientes con estrongiloidiasis severa (figura 6). Esta tendencia se volvié a observar al
analizar la variacion de la CPV basal con la Gltima medicién disponible por paciente
obteniendo una mediana de variacion de 9 copias/10"4 PBMC’s (figura 7).

Al analizar la variacién de CPV en los puntos de medicion de 0, 2, 4, 12 y 24 semanas
post. tratamiento antihelmintico segun sexo, edad y estrongiloidiasis previa, la
variacion fue mayor en pacientes de sexo masculino, en mayores de 46 afios y en

pacientes con antecedente de estrongiloidiasis (tabla 3).

Correlacion de la carga larval inicial con la carga proviral inicial
La figura 8 grafica la matriz de correlacion entre los valores iniciales de carga proviral

y carga larval. La correlacion fue moderada (rho de Spearman de 0.59, p 0.02).

Correlacion de la carga larval inicial con la variacion de la CPV

Dado el limitado nimero de mediciones de CPV luego de los 12 meses, para evaluar
la correlacion entre la carga larval inicial y la variacion de carga proviral por paciente
se consideraron como valores iniciales de CPV las mediciones (0, 2s) y como valores
finales de CPV la ultima medicion disponible hasta los 12 meses. No se observo
corelacion, con un rho de Spearman fue de (-)0.1, p 0.76. El grafico de la matriz de

dispersion se muestra en la figura 8.
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Hasta el término del seguimiento, dos de 19 pacientes presentaron un segunda muestra

en heces con SS luego de lo cual recibieron nuevamente tratamiento antihelmintico.
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V. DISCUSION

Los hallazgos principales de este estudio son compatibles con la hipétesis inicial: SS
induciria la proliferacion de linfocitos infectados por HTLV-1, lo cual seria
dependiente de la presencia de infeccion activa de SS.

En pacientes con HTLV-1 inicialmente coinfectados con SS, el aumento mas notorio
de la CPV ocurrio durante el tratamiento antihelmintico (a las dos semanas de las
primeras dosis de Ivermectina), previamente a las segundas dosis. Tal aumento se
mantuvo hasta las 12 semanas de seguimiento y partir de entonces se observo una
tendencia a la disminucion. EI aumento inicial de CPV podria corresponder a la
liberacion antigénica masiva relacionada con el efecto antiparasitario de la
Ivermectina; este farmaco induce la parélisis y subsecuente eliminacion del paréasito
por el sistema inmune gracias a la respuesta celular tipo Th2 mediada principalmente
por eosinofilos (35). Precisamente la tendencia a disminuir a las 24 semanas es
compatible con la interrupcién de la fase de estimulacién antigénica inicial: tras el
tratamiento antihelmintico eficaz, ya erradicado SS, se interrumpirian sus efectos sobre

la carga proviral a través de la proliferacion de células infectadas por HTLV-1.

HTLV-1 es un factor de riesgo para el desarrollo de estrongiloidiasis severa (42) por
lo que un ciclo vicioso de potenciacién mutua puede estar en el centro dela patogénesis
de las complicaciones de ambas infecciones. En tal sentido, la correlacion positiva
entre los valores de carga larval y carga proviral iniciales, hallazgo que, hasta donde
conocemos, no ha sido previamente descrito, contribuye también a la plausibilidad de

la hipétesis inicial, incluso si en nuestra muestra de estudio, el niUmero de casos con

20



formas severas de estrongiloidiasis fue limitado y no afecto al caso con valor extremo
de carga larval inicial. Ya que la estrongiloidiasis severa habitualmente involucra
mayores niveles de carga larval, corresponde mencionar multiples reportes de casos de
ATLL en personas con tal antecedente o comorbilidad (39-41). La informacion
epidemioldgica indica ademas una presentacion de ATLL a edades mas tempanas en
regiones con SS. Estas observaciones previas, junto a nuestros hallazgos, sugieren que
el efecto de SS sobre la proliferacion de células infectadas por HTLV-1y el riesgo de
progresion a ATLL dependeria no solo del tiempo sino también de la magnitud de la

infeccion por SS.

Dado que todos los pacientes analizados tuvieron resultados negativos para SS en las
muestras de heces en la primera visita control, antes de la tercera y cuartas dosis de
tratamiento antihelmintico, la ausencia de una correlacion entre la carga larval inicial
y lavariacion de la carga proviral desde la medicion inicial (0, 2s) hasta 12 meses luego
del tratamiento antihelmintico, igualmente sugiere el cese del impacto de SS sobre la
magnitud de la carga proviral luego de la erradicacion de la parasitosis. El reciente
estudio de efectividad de lvermectina en estrongiloidiasis de Buonfrate et al. (2019)
sostuvo que en pacientes con estrongiloidiasis no severa la respuesta a tratamiento fue

igual en pacientes con una sola dosis comparado a cuatro dosis (38).

En cuanto a otros resultados, la carga proviral inicial de pacientes coinfectados con
SS/HTLV-1 fue elevada, considerando un valor alto como > 1% en las células

mononucleares de sangre periférica (PBMC’s). Aunque la literatura es limitada, esta
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observacion es compatible con reportes previos (33). Asimismo, se observo que los
pacientes de sexo masculino presentaron valores mayores de CPV que pacientes de
sexo femenino. Este hallazgo es compatible con la descripcion de que son los hombres
quienes tienen mayor riesgo de progresar a ATLL en comparacion a mujeres (34)
Asimismo se observo que pacientes con eosinopenia presentaron mayor CPV y mayor
CL que pacientes con recuento eosinofilico normal. Montes et al. describié que
pacientes con SS con HTLV-1 presentan menores niveles de IL-5 luego de
estimulacion antigénica, interleucina esencial en el desarrollo y funcionamiento de los

eosinofilos (34).

Fortalezas y Limitaciones

Este estudio cuenta con multiples fortalezas. En primer lugar, el estudio primario del
cual obtuvimos los datos es el primero en describir una cohorte de pacientes con SS'y
HTLV-1 de manera secuencial y longitudinal con multiples mediciones durante el
seguimiento. A diferencia de estudios previos en los que se ha descrito de manera
cualitativa o semicuantitativa la carga larval, en este estudio dispusimos de una
medicion cuantitativa de la misma. En cuanto a las limitaciones del estudio no
contamos con las mediciones de carga proviral en cada punto de corte para todos los
pacientes evaluados, pues la concurrencia del estudio primario con la pandemia por
COVID-19 en los afios 2020-2022 gener0 limitaciones para el cumplimiento de visitas
de seguimiento para la evaluacién de la carga proviral, carga larval y evaluacion

clinica.
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En resumen, los hallazgos tanto en la variacién de la carga proviral como en la ausencia
de una correlacion entre la magnitud de la carga larval con la variacién de la carga
proviral sugieren que el efecto patogénico de Strongyloides stercoralis sobre la
dinamica de la proliferacion celular en células infectadas por HTLV-1, reflejado
mediante la carga proviral, depende de la presencia de una infeccion activa de
Strongyloides stercoralis. Asimismo, la correlacion entre la CL y CPV inicial sugiere

que el efecto SS aparte de ser tiempo dependiente, es magnitud dependiente.

Nuestros hallazgos son relevantes pues indicarian que tratar la infeccién por SS no
solamente es de importancia para disminuir sintomatologia, mejorar calidad de vida y
disminuir las complicaciones propias de la infeccién por SS, sino que potencialmente
contribuiria a disminuir los riesgos asociados con el desarrollo temprano a ATLL
mediados por la estimulacién antigénica cronica por SS. Es importante mencionar que
dado el caracter descriptivo del estudio y en ausencia de exploracion de mecanismos
bioldgicos especificos, los hallazgos ni descartan ni confirman la posibilidad de los
otros mecanismos propuestos como potenciales explicaciones de la progresién precoz

a ATLL en pacientes con HTLV-1 coinfectados con SS.
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VI. CONCLUSIONES

En pacientes con HTLV-1, el efecto de Strongyloides stercoralis sobre la proliferacion
celular, reflejado mediante la variacion de la carga proviral, seria dependiente de la
actividad y magnitud de la infeccion porStrongyloides stercoralis. Nuestros hallazgos
sugieren que la estimulacion antigénica cronica por Strongyloides stercoralis sobre las
células infectadas por HTLV-1 seria uno de los potenciales mecanismos y que
dependeria de una infeccion activa por SS. Este estudio sienta las bases para sustentar
la ampliacion de futuras investigaciones que examinen a profundidad las variables

mencionadas.
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Figura 1: Seleccion de pacientes de la cohorte de SS+/HTLV-1+
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Figura 2: Gréfico de cajas y bigotes de CPV inicial
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Figura 3: Grafico de cajas y bigotes de carga larval inicial
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Figura 4: CPV estratificada segun carga larval
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Figura 5: Evolucion de carga proviral (semanas)

0 (14) 2 (10) 4 (12)
2,000
1,500 2
- "m
: — ==
g T
s 0
s
g 1241 24 (1)
= 1,000
B
's -
§
&
3

Figura 6: Evolucién de la CPV (semanas) excluyendo a pacientes con estrongiloidiasis
severa

L ML b au |

e et

P——
cl B R BN 5

St o o Barans 12 (1)
Bermarw 24

7 -

i

f=




Figura 6: Gréfico de cajas y bigotes de mediana de variacion de CPV (basal a Gltima
medicion disponible)
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Figura 8: Carga proviral inicial y la carga larval inicial.
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Tabla 1: Caracteristicas clinico- epidemioldgicas

8700

Caracteristicas

SS+/HTLV-1+ (n=19)

Sexo Masculino

Edad (afios)
Manifestaciones clinicas
- ATLL

- HAM/TSP

- SS severa

- Estrongiloidiasis previa
Comorbilidades

- Diabetes mellitus

- H. pylori

Hemograma inicial

- Hb (mg/dL)

- Leucocitos (cel/mL)

- Linfocitos (cel/mL)

- Eosindfilos (cel/mL)

11 (58%)
46 (RIQ 29-51)

0
5 (26%)
2 (11%)
4 (21%)

4(21%)
4 (21%)

12.59 (DE 2.36)

7100 (RIC 5600-9400)
2020 (RIC 1460-2570)
140 (RIC 278-600)
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Tabla 2: CPV y CL iniciales segun variables clinico-epidemiol6dgicas

Caracteristicas (n)

Mediana de CPV
inicial (RIC)

Mediana de carga
larval inicial (RIC)

Sexo

* Masculino (11)
* Femenino (8)
Edad (afios)

« 18-46(9)

*+ >46(10)

Estrongiloidiasis
previa

. Si(4)
* No(10)

Eosinopenia (< 50
cel/mL)

* No(16)
< Si(3)

513 (441-1029)
341 (331-974)

974 (341-993)
436 (357-513)

431 (341-481)
441 (333-993)

431 (333-993)
727 (481-974)

12 (2-16)
20.5 (19-100)

16 (10-20)
22 (15.5-66.5)

21 (16-62)
19.5 (10-27)

18.5 (12-21)
100 (2-100)

Tabla 3: Variacion de CPV segun caracteristicas clinico- epidemioldgicas

Caracteristicas (n)

Mediana variacién CPV (RIC)

Sexo
* Masculino (11)

* Femenino (8)

Edad (afios)

* 18-46(9)

«  >46(10)
Estrongiloidiasis previa

« Si(16)

* No(3)

155 (0-431)
-4 (-367 - 42.5)

38(-73-431)
60.5 (-124.5 -162)

112.5 (-309 - 173)

0(-73-163)
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IX. ANEXOS

Anexo

Consentimiento informado estudio principal

1

SIDISI

101272:

“El efecto de

Strongyloides stercoralis en la progresion de la infeccion por HTLV-1”

o

1
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Riesgos

La toma de sangre es ligeramente dolorosa y existe un riesgo muy pequefio de que se pueda
infectar si no se mantiene la higiene adecuada, Ademas, |a toma de mugstra del antebrazo le
puede ocasionar un pequeffo hematoma (moretén) el cual desaparecard en un tiempo
aproximado de & dias.

La muestra de heces no le ocasionara molestia alguna.

Beneficios

Si bien Ud. no recibird ningin beneficio directa por participar en este estudio, el presente
trabajo aportaré informacion relevante sobre la progresion de la infeccién por HTLV-1 en
pacientes coinfectados con S. stercoralls. Dicha Informacién ayudard a que futuros estudios
analicen el beneficio de realizar tratamientos masivos de estronglioldiasis en areas endémicas
de HTLV-1 para disminuir el riesgo de desarroliar enfermedades asociadas al virus.

Costos e incentivos
No debera pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recidira ninglin incentivo
econdmico ni de otra Indole, solo una compensacion par gastos de transporte si asl lo requiere.

Confidencialidad

Nosotros guardaremos su informacion con c6digos y no can nombres. Si los resultados de este
seguimiento son publicados, no se mostrara ninguna informacién que permita la identificacién
de las personas que participan en esle estudio. Sus resuttados particulares no serén mostrados

a ninguna persona ajena al estudio.

Uso futuro de la informacién obtenida

Deseamos conservar sus muestras de sangre almacenandolas por 10 afios. Estas muestras
seran usadas para realizar estudios posteriores de los componentes genéticos del virus HTLV-
1. .

Estas muestras solo serén identificadas con codigos.

Si no desea que sus muesiras permanezcan almacenadas ni utilizadas posteriormente, ain
puede seguir participando del estudio.

Autorizo a tener mis muestras de sangre almacenadas SI( ) NO( )

Derechos del paciente
Si usted decide participar en el estudio, puede refirarse de esle en cualquier momento, 0 o

participar en una parte del estudio sin perjuicio alguno. Si iene alguna duda adicional, por favor
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Anexo 2

Procedimiento de Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR)

SYBR Green

1) Sangre anticoagulada se recolecté en tubos con EDTA.
2) De estas muestras de sangre periférica se obtuvieron células mononucleares de
sangre periférica (PBMC’s por sus siglas en inglés) utilizando la centrifugacion

por gradientes y un doble lavado con solucion salina balanceada de Hank.
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3)

4)

5)

Se extrajo ADN de estas células mononucleares utilizando el kit: QlAamp
DNA Blood kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se realizo el ensayo de reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (qQPCR)
SYBR Green utilizando 5 microlitros de muestra de ADN y luego se amplifico
la muestra utilizando el sistema LightCycler 480 Real-Time PCR.

Por Gltimo, se analizara las medias del nimero de copias de carga proviral y se
reportara el valor como nimero de copias de carga proviral por cada 10000

células mononucleares.
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