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RESUMEN

El virus linfotropico humano tipo 1 (HTVL-l) es un retrovirus intracelular que infecta
principalmente células T. Las personas que lo padecen pueden permanecer
asintomaticas durante afios; sin embargo, hay quienes desarrollan enfermedades
inflamatorias coma la Paraparesia Espastica Tropical (PET) o HTLV-I associated
myelopathy (HAM) denominada PET/HAM. Esta enfermedad progresiva y cronica se
caracteriza por generar paralisis espastica, la cual es altamente incapacitante. Los
eventos que desencadenan esta patologia no se conocen con claridad, pero se ha
propuesto que al menos en el caso de la PET/HAM, una respuesta inmunoldgica tipo Th1
exacerbada y una alta carga viral, son las responsables del dafio neurolégico observado
en los pacientes. En consecuencia, se presentan irregularidades en los procesos de
homedstasis de la respuesta inmune, los cuales estan comandados por las células
reguladoras. Poco se conoce sobre el papel de estas células en la fisiopatologia de la
PET/HAM, por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la frecuencia de las células T y
B reguladoras circulantes en pacientes infectados con HTLV-I que desarrollan PET/HAM
e individuos sanos. Para esto, células mononucleares de sangre periférica de pacientes
y controles fueron aisladas para cuantificar el porcentaje de células T reguladoras (Treg)
(CD4+/CD25h'/FOXP3f, CD4*/CD25"/CD73* y CD4*/CD25"DPI*) y B reguladoras (Breg)
(CD19*/CD24"/CD38"). Simultaneo a ello, se determind el perfil de respuesta
inmunoldgica tipo Th1 y Th2, asi como el estado de activacion y senescencia mediante
la cuantificacion de la expresion de las moléculas HLADR y CD57 en células TCD4" y
TCD8", respectivamente. A partir de los datos obtenidos se realizaron andlisis
comparativos entre los diferentes linajes celulares en pacientes y controles, en éstos se
observo diferencias significativas en la frecuencia de células B reguladoras, donde los
pacientes presentaron menor porcentaje en relacidén a controles (media= 2.96, IQR [1.92-
4.45] vs media= 7.25 IQR [4.27-10.09]; valor de p < 0,05); En contraste, los pacientes
presentaron mayor porcentaje de linfocitos CD4" y CD8" productores de IFN-y en relacion
con los controles (% CD4" media= 14.36, IQR [2.99-23.79] vs media= 3.041, IQR [2.25-
5.35] y % CD8" media= 24.37, IQR [4.99-47.03] vs media= 4.35, IQR [1.51-8.34]; valor
de p < 0,05 para ambos casos). Asi mismo, se observo mayor porcentaje de células CD4"
productoras de IL-4 en pacientes comparado con controles (media= 14.10, IQR [8.65-
17.21] vs media= 9.81, IQR [1.90-11.74]; valor de p < 0,05). No se encontr6 diferencia
estadistica en los otros parametros analizados (expresion de CD57, HLADR, DPI, CD73).
En conclusion el bajo porcentaje de Breg en pacientes sugiere que estas células podrian
ejercer un papel importante en el control de la respuesta inflamatoria en PET/HAM, ya
que estos niveles bajos contrastan con altos porcentajes de células CD4" y CD8"
productoras de IFN-y.

Palabras claves: paraparesia espastica, virus HTLV-I, células T reguladoras, células B
reguladoras.
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1. INTRODUCCION

El virus linfotropico humano tipo 1 (HTLV-I) es un retrovirus que infecta cerca de 15 a 20
millones de personas a nivel mundial (Edlich ef al., 2003). En Colombia, la prevalencia es
de 7,5 - 10%, siendo mas frecuente en personas provenientes de la costa pacifica
(Salcedo-Cifuentes et al., 2011). La transmision del virus puede ocurrir por transfusiones
sanguineas, contacto sexual, periodos de lactancia prolongados (transmision vertical) y
uso compartido de agujas (Proietti et al., 2005). Después de la infeccion primaria, la
persona infectada por el HTLV-I puede permanecer asintomatica a lo largo de la vida, sin
embargo aproximadamente el 10% de infectados desarrollan manifestaciones
relacionadas con enfermedades de tipo inflamatorio (Verdonck et al., 2007). La infeccion
por HTLV-I se ha asociado principalmente con leucemia de células T del adulto (ATL)
(Uchiyama et al., 1977) y con Paraparesia Espastica Tropical (PET) o mielopatia asociada
al virus HTLV-I (HAM) denominada PET/HAM (Gessain et al., 1985).

La PET/HAM es una enfermedad inflamatoria cronica, caracterizada por paresias en
miembros inferiores, alteraciones sensoriales y pérdida del control de esfinteres (Cartier,
2009b), lo que ocasiona problemas de movilidad que con el paso del tiempo inhabilitan
la marcha causando cambios en el estilo de vida de los pacientes, trastornos psicoldgicos
y cuadros depresivos (Solarte et al., 2011). El riesgo de la progresion a PET/HAM entre
persona infectadas a nivel mundial, es de 1,5 - 3% (Arisawa et al., 2000); en cuanto a
Colombia, este riesgo oscila entre 0,25 - 4% (Arango et al., 1988). Se desconoce cuales
son las causas del desarrollo de la enfermedad entre los infectados, sin embargo, algunas
evidencias sugieren que la sintomatologia propia de la enfermedad se relaciona con
irregularidades en la respuesta inmune del hospedero, lo que seria un factor determinante
para la progresion de la enfermedad (Bangham et al., 2015a).

En PET/HAM el dafo severo a nivel del sistema nervioso central es caracterizado por
inflamacion localizada, mediada por una alta infiltracién de células T, entre ellas el tipo
TCD4", blanco de infeccién del virus, y el tipo TCD8" citotdxico que esta dirigido contra
las células infectadas (Bangham et al., 2015a). La estimulacion constante debida a la
presencia del virus promueve que un gran repertorio de células T se mantengan activas,
lo que resulta en el proceso de agotamiento celular caracterizado por la expresion de
CD57; de esta manera se debilita la respuesta efectora en cuanto a proliferacién y
citotoxicidad (Afeltra et al., 1997; Lopez-Vergés et al., 2010).

Adicionalmente, la citoquina Interferon-y (IFN-y), producida por las células T como parte
de la respuesta inmune antiviral, se ha asociado a la exacerbacion de la enfermedad
(Bangham et al., 2015a). Recientemente, se ha descrito que las células T reguladoras
(Tregs) con fenotipo CD4"CD25"FOXP3" representan el principal reservorio del HTLV-I.
Estas células infectadas disminuyen la expresion de FOXP3 (reconocido por ser el
marcador universal de las células T reguladoras) y se transforman en células productoras
de IFN-y, caracteristica fisiopatologica de la PET/HAM (Yamano et al., 2009). En
contraste, citoquinas de tipo anti-inflamatorio como la IL-4 se presentan en bajos niveles,
afectando el proceso de la regulacion de la respuesta inflamatoria (Montanheiro et al.,
2009).
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Las manifestaciones aberrantes del sistema inmunoldgico destacan problemas en los
procesos regulatorios en pacientes con PET/HAM, donde se evidencia una baja
frecuencia de células con fenotipo CD4'CD25'FOXP3*, lo que promueve un
microambiente pro-inflamatorio (Yamano et al., 2005). No obstante, poco se conoce
sobre el papel de otros mecanismos de regulacion del sistema inmune en pacientes con
PET/HAM, por ejemplo, no ha sido reportada la accién de células CD4*CD25"CD73*
(supresién metabdlica) (Antonioli et al., 2013), y de las células CD4*CD25"DPI*
(promueven el estado de Treg inducible); mecanismos que podrian tener injerencia en el
deterioro inmunologico del hospedero y la velocidad de desarrollo de la PET/HAM. Asi
mismo, en los ultimos afos se ha descrito una subpoblacion de células B con fenotipo
CD19*CD24"CD38" con funcién reguladora (Blair et al., 2010; Flores-Borja et al., 2013),
estas células son importantes en la prevencion del desarrollo de enfermedades
autoinmunes (Blair et al., 2010; Flores-Borja et al., 2013), sin embargo, en PET/HAM a
pesar de existir disfuncidn en los procesos de regulacion, esta subpoblacion celular
todavia no ha sido estudiada.

Debido a la poca descripcion de los fendmenos relacionados con el mecanismo de las
células T y B reguladoras en relacion con PET/HAM, este proyecto evaluo la frecuencia
de células reguladoras circulantes y la capacidad de células TCD4"y TCD8" de producir
citoquinas y la relacion con el grado de activacion y senescencia en pacientes con
PET/HAM, comparado con individuos sanos, con el fin de aportar al entendimiento de la
inmunopatologia de la enfermedad.

2. JUSTIFICACION

La PET/HAM es una patologia dificil de diagnosticar en su fase temprana, usualmente no
se sospecha de ella debido a su poca frecuencia, o por desconocimiento por parte del
personal médico (Solarte et al., 2011). La PET/HAM es mas prevalente en mujeres que
en hombres (Bangham et al., 2015a) y la mayoria de pacientes son diagnosticados en
edades avanzadas (después de los 50 afos), donde ademas el paciente puede presentar
otras patologias independientes que empeoran el curso de la enfermedad (Murphy et al.,
1991; de Castro Costa et al., 1997). Ademas, la posibilidad del tratamiento es limitada ya
que se rige unicamente al manejo sintomatico (Solarte et al., 2011).

Debido a que el desarrollo de la enfermedad se debe a desordenes inflamatorios, se
sugiere que existen deficiencias en los mecanismos de regulacién por parte del sistema
inmunologico mediado principalmente por las células T y B reguladoras (Kleinewietfeld
and Hafler, 2014), sin embargo, son pocos los estudios dedicados a la descripcion de
estas funciones. Los resultados presentados en este trabajo de investigacion describen
los fendmenos regulatorios relacionados con la PET/HAM en comparacion con individuos
sanos, evaluando el porcentaje de linajes celulares como: ceélulas Treg
CD4'CD25"FOXP3*, CD4°CD25"CD73*; CD4'CD25"DPI* 'y células Breg
CD19*CD24"CD38". Adicionalmente, se evalud la relacién entre las células productoras
de IFN-y e IL-4, para entender del comportamiento de la inflamacion en pacientes con
PET/HAM. Simultaneo a esto, se determind el estado de activacion de los linfocitos,
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mediante la cuantificacion del marcador HLADR, y el estado de agotamiento celular,
mediante la cuantificacion del marcador CD57.

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo contribuye al conocimiento sobre los
procesos regulatorios que son afectados durante el desarrollo de PET/HAM y da a
conocer como los linajes celulares evaluados y sus productos, se asocian con el proceso
inflamatorio de la enfermedad, indicando una relacion directa o indirecta en su
fisiopatologia. Ademas, cabe resaltar que esta investigacion es la primera en describir el
papel de las células B reguladoras, y los linajes de células T CD4*CD25"CD73" y
CD4*CD25"DPI* en la PET/HAM a nivel mundial. Finalmente, éste trabajo aporta al
fortalecimiento de la linea de investigacion en virologia del Grupo de Investigacién en
Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias de la Salud y en la
formacion de profesionales con un perfil investigativo.

3. MARCO TEORICO
3.1. VIRUS DEL HTLV-I

El virus linfotropico humano de células T tipo 1 (HTLV-I) fue identificado por primera vez
en el afo 1980 en un paciente portador de linfoma de células T (Poiesz et al., 1980). Este
virus pertenece al género Deltaretrovirus, subfamilia Oncoviridae, familia Retroviridae
(Cartier, 2009a; Mendoza-Suarez, 2011). EI HTLV-l es un virus con envoltura, cuyo
genoma consiste en dos cadenas positivas de ARN las cuales contienen genes
reguladores y no reguladores como gap, pro, pol, y env, estos son flanquedos por dos
regiones terminales repetidas (LTR), como la region pX localizada entre el gen eve y la
region 3'LTR (Carpentier et al., 2015). Segun el modelo actual, se cree que las proteinas
Tax y HBZ tienen el mayor impacto en la replicacién viral y la transformacion celular,
ademas de otros componentes necesarios para sintetizar la particula viral. Tax inhibe los
supresores de tumores p53, Bcl11B y TP53INP1 (Reid et al., 1993; Yeung et al., 2008;
Takachi et al., 2015), y activa las quinasas dependientes de ciclina (Boxus et al., 2008),
estos mecanismos conducen a la proliferacién celular acelerada. Por otro lado, HBZ es
menos inmunogénica, lo que permite que su expresion sea permanente a lo largo de la
infeccion por HTLV-I (MacNamara et al., 2010). HBZ contrarresta la modulacion de las
vias viricas y celulares mediadas por la Tax y estimula la proliferacién celular mediante
la inhibicién del ciclo celular y la apoptosis (Satou et al., 2006; Arnold et al., 2008). Se
asume que la proteina Tax inicia la transformacion celular, mientras que HBZ mantiene
el fenotipo transformado a lo largo del tiempo (Andrade et al., 2013).

El blanco principal del HTLV-I son las células TCD4", no obstante, también infecta otros
tipos celulares como los linfocitos B y TCD8, células dendriticas, monocitos y macrofagos
(Koyanagi et al., 1993; Carpentier et al., 2015). Este patrén pleiotrépico es permitido por
la presencia de receptores asociados a la membrana que incluyen proteoglicanos de
heparan sulfato (Jones et al., 2005); el transportador de glucosa 1 (Manel et al., 2003);
y neuropilin-1 (Ghez et al., 2006), que interactuan con la envoltura viral permitiendo una
union y entrada eficiente (Fuzii et al., 2014). Una vez establecida la infeccion dentro de
la célula, el HTLV-Il se integra al genoma del hospedero y sus genes se transcriben y
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traducen a diferentes proteinas estructurales y funcionales, lo que permite la generacion
de nuevos viriones que iran a infectar nuevas células (Igakura et al., 2003; Nejmeddine
et al., 2009; Bangham et al., 2015a) (Figura 1).
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Figura 1. Infeccion por el virus HTLV-Il. Los microtubulos transportan las proteina virales y el genoma del virus hacia
la sinapsis celular (contacto célula — célula) donde los virones son ensamblados y trasladados hacia la célula no
infectada a través de la membrana plasmatica, cruzando el espacio intercelular (Igakura et al., 2003; Majorovits et al.,
2008) (Pais-Correia et al., 2010). El contacto célula-célula activa un camino de sefalizacién sinérgica en el cual la
molécula ICAM 1 estimula la reorganizacion de los microtubulos polarizandolos en direccién a la zona de contacto,
mientras la proteina viral TAX contribuye al establecimiento de la sinapsis viroldgica, fusionandose con la membrana
de la célula diana e incrementando su contenido al interior del citoplasma. EI genoma RNA es transcrito por la
transcriptasa reversa a DNA complementario, el cual se asocia con la enzima viral integrasa para formar un complejo
pre-integracion; este complejo permite el acceso al genoma del hospedero cuando la envoltura nuclear se desensambla
durante la mitosis, y una copia individual del virus es integrada en el genoma hospedero (Maertens et al., 2010; Cook
et al., 2012; Bangham et al., 2014; Bangham et al., 2015a). Figura modificada de Bangham et al. (2015a).

Después de establecida la infeccion por HTLV-I en el individuo, esta puede propagarse a
través de la transmision por contacto sexual, periodos de lactancia prologados (trasmision
vertical de madre infectada a hijo), transfusiones sanguineas y uso compartido de agujas
(Verdonck et al., 2007). En todos los casos de transmision, salvo transfusiones
sanguineas, la infeccidén inicial requiere cruzar la barrera mucosa por diferentes
mecanismos, entre los que se han descrito: (i) transmigraciéon de macréfagos infectados
con HTLV-I; (ii) transcitosis de particulas virales; (iii) liberacion de nuevos viriones
producidos por células epiteliales basales infectadas; y (iv) paso de células infectadas
con HTLV-| a través de una mucosa erosionada (Cook et al., 2012).

El HTLV-I puede infectar directamente las células inmunitarias de la mucosa, via células
presentadoras de antigeno, quienes a su vez infectan las células T a través de la
transferencia de viriones mediante contacto célula-célula. La infeccion de las células
puede ocurrir tanto en la mucosa, como en los 6rganos linfoides secundarios, sitios en
los que el virus puede permanecer de manera latente por muchos afos (Carpentier et al.,
2015). Sin embargo, el virus puede sufrir procesos de activacion (mecanismo
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desconocido), teniendo como consecuencia el desarrollo de patologias como: Leucemia
de células T del adulto (LTA) (Uchiyama et al., 1977), Paraparesia espastica tropical,
Uveitis (Mochizuki et al., 1992), Sindrome de Sjorgren (Eguchi et al, 1992),
Broncoalveolitis, Artritis (Nishioka ef al., 1989) y Poliomiositis (Morgan et al., 1989). En
todos las patologias mencionadas se ha registrado una alta concentracion de células T
infectadas por el virus en el tejido afectado (Araya et al., 2011).

3.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR HTLV-

La infeccion primaria por el HTLV-I puede permanecer asintomatica a lo largo de la vida,
sin embargo algunas personas infectadas (aproximadamente el 10%) desarrollan
manifestaciones relacionadas con enfermedades de tipo inflamatorio (Verdonck et al.,
2007). En la actualidad no existen datos de la incidencia de la infeccién por HTLV-I a nivel
mundial, sin embargo algunos autores han intentado estimar su prevalencia. Estos
estudios han encontrado estimativos entre 10 - 20 y 5 a 10 millones de personas
infectadas en todo el mundo; no obstante estos autores resaltan que los datos obtenidos
son de regiones endémicas para el virus, omitiendo cerca del 80% de la poblacion
mundial (Hlela et al., 2009).

En regiones endémicas, los rangos de prevalencia en la poblacion van desde menos de
1 hasta mas de 1.000 por cada 10.000 habitantes. Los lugares de mas alta prevalencia a
nivel mundial son Japén, Sur América, la cuenca del Caribe, Australia central y Africa
occidental, central y meridional. Los paises con mayor prevalencia son Japon y Brasil,
que registran mas de un millon de personas infectadas (Gessain and Cassar, 2012;
Bangham et al., 2015a). Los datos de prevalencia pueden ser analizados dependiendo
de ciertas caracteristicas poblacionales; por ejemplo, la prevalencia en nifios aumenta
hasta los 2 aflos de edad y permanece estable hasta la pubertad; en adultos, la
prevalencia incrementa constantemente con la edad y es mayor en mujeres que en los
hombres e incrementa después de los 50 afios (Murphy et al., 1991; Ando et al., 2003).

En Colombia la distribucién del virus varia considerablemente de una zona geografica a
otra, afectando a personas de todas las razas y condiciones sociales. La prevalencia es
mayor en la zona costera del pacifico y se estima entre 7,5 - 10% (Salcedo-Cifuentes et
al., 2011). En un estudio realizado en 75 pacientes de la poblacién Afro-Colombiana de
la costa de Tumaco se reportd 5,1% de serologia positiva para el virus de HTLV-|
(Carrascal et al., 2004); mientras que en Bogota un estudio realizado con 8.913 donantes
de sangre registro una seroprevalencia de 0,77% (Martinez-Nieto et al., 2007; Medina et
al., 2013). El riesgo desarrollar la progresion de PET/HAM de un estado asintomatico a
uno sintomatico es de 0,25% a 3,8% (Yamano and Sato, 2012). En el Cauca, la
prevalencia es desconocida.

19



3.3. PARAPARESIA ESPASTICA TROPICAL ASOCIADA AL VIRUS DE HTLV-l
(PET/HAM)

La PET/HAM es una mielopatia progresiva crénica caracterizada por paralisis espastica,
disfuncion de esfinteres y alteraciones sensoriales en las extremidades inferiores que
pueden ser de leves a severas (Vallejo, 2006). En Colombia, la PET/HAM tiene una alta
prevalencia en areas donde la infeccién por el virus HTLV-I es endémico, por ejemplo, la
costa del pacifico (Osame et al., 1986; Roman, 1988).

El riesgo de desarrollar PET/HAM a nivel mundial es heterogéneo, por ejemplo, en
poblaciones japonesas, se ha reportado que el 0,25% de individuos infectados por el
HTLV-I desarrollan la enfermedad (Kaplan et al., 1990; Blas et al., 2003); mientras que,
en personas descendientes de Afro-Caribes, el riesgo de desarrollar PET/HAM es del
2,4% segun un estudio realizado en donadores de sangre en los Estados Unidos de
Norteamérica, donde ademas se indico que después de 10 afios, este riesgo aumenta a
3,7% (Murphy et al., 1997; Orland et al., 2003). En Trinidad y Tobago el riesgo es de 1,9%
(Orland et al., 2003). En un estudio de cohorte en Brasil, la incidencia de PET/HAM fue
5,3 casos por 1.000 personas al afio (Romanelli et al., 2013) y en Chile se estima que 2
personas de cada 1.000 infectadas desarrollan PET/HAM (Vasquez et al., 1991) (Cartier,
2009b).

Se conoce que la edad, el género y la via de adquisicion del HTLV-I influyen en el riesgo
de desarrollar PET/HAM, por ejemplo, su desarrollo es raro en nifios y tiene una
incidencia maxima en la quinta década de vida (Maloney et al., 1998). En relacion al
género, la proporcion entre mujeres y hombres es variada, por ejemplo, en Trinidad y
Tobago es de 3:1 (Maloney et al., 1998) y en descendientes de Afro-caribes que viven en
el Reino Unido es de 4:1 (Martin et al., 2010). De manera relacionada, en un estudio de
88 pacientes con PET/HAM de Brasil, la enfermedad progresé mas rapido en mujeres
que en hombres (Lima et al., 2007). El mayor riesgo de desarrollar PET/HAM en mujeres
se debe en parte a una mayor frecuencia de infeccion, sin embargo, no se conocen de
manera especifica los mecanismos por los cuales son mas susceptibles (Bangham et al.,
2015b)

Por ultimo, se han reportado casos de PET/HAM que se desarrollaron meses después
de la infeccion por HTLV-l adquirida mediante transfusion de sangre o mediante
trasplante de organos solidos o de médula ésea (Kaplan et al., 1991; Toro et al., 2003).
El desarrollo de PET/HAM se da después de varios afios de contraer la infeccion, por lo
que es dificil predecir o cuantificar el riesgo de desarrollar la enfermedad (Mendoza-
Suarez, 2011).

3.4. FACTORES DE PREDISPOSICION A PET/HAM

3.4.1. Carga proviral

La carga proviral de HTLV-I es el predictor mas fuerte del desarrollo de PET/HAM, aunque
rara vez se diagnostique a través de éste método a portadores con carga menor al 1%.
En portadores con carga mayor, se ha relacionado un aumento exponencial de la
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prevalencia de PET/HAM (Nagai et al., 1998; Jeffery et al., 1999; Vine et al., 2002), sin
embargo, una alta carga viral, no es suficiente para el desarrollo de la enfermedad (Taylor
et al., 1999; Olindo et al., 2006; Lima et al., 2007; Martin et al., 2010). La carga viral se
mide como el numero de copias de ADN de HTLV-I por células mononucleares de sangre
periférica (PBMC del inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells) y se expresa
normalmente como el porcentaje de PBMC infectadas, suponiendo que cada célula lleva
una unica copia proviral (Cook et al., 2012). Después de la fase aguda de la infeccién, la
carga proviral alcanza un valor estable o "punto de referencia", que es caracteristico de
la respuesta inmunoldgica de cada individuo (Bangham, 2009), la que a su vez esta
determinada por el genotipo del huésped (Bangham et al., 2015a).

3.4.2. Genética del huésped

La infeccidon con HTLV-l es un requisito previo para el desarrollo y diagndstico de
PET/HAM. Debido a que la enfermedad aparece en diferentes edades entre las personas
infectadas, se sugiere que factores ambientales o propios del huésped determinan el
riesgo de padecerla (Bangham et al., 2015a). Por ejemplo, el genotipo HLA de clase | de
un individuo determina la especificidad y eficacia de la respuesta de células TCD8" contra
un virus, y a su vez, la respuesta de las células TCD8" determina la carga proviral, y por
lo tanto, el riesgo del individuo a desarrollar una enfermedad asociada con HTLV-Il. En
estudios donde se analizaron las secuencias de la molécula HLA en pacientes infectados
con HTLV-I, se encontrd que la expresion del alelo de clase 1 HLA-A*02 ejercio un efecto
protector en cohortes del sur de Japon, Afro-Caribes del Reino Unido y en una cohorte
Brasilefa (Jeffery et al., 1999; Jeffery et al., 2000; Catalan-Soares et al., 2009; Bangham
et al., 2014). Sin embargo, HLA-A*02 no mostré ser protector en cohortes estudiadas en
Peru, Iran y las Antillas francesas (Deschamps et al., 2010). En un estudio realizado en
Espana, HLA-DRB1*0101 y HLA-B*07 se asociaron con mayores cargas provirales y con
el desarrollo de PET/HAM (Trevifio et al., 2013). Se debe resaltar que la comparacion
entre estudios de variabilidad genética intrapoblacionales que tienen un n de muestra
pequefio impiden llegar a conclusiones definitivas sobre la importancia de la molécula de
HLA como indicador de predisposicion o proteccion para el desarrollo de PET/HAM
(MacNamara et al., 2010).

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) también se han asociado con el
desarrollo de PET/HAM. Por ejemplo, el polimorfismo en el sitio 634 del promotor del gen
para IL6 y el polimorfismo en el sitio 963A del promotor del gen para TNF, se relacionan
con la exacerbacién de la respuesta inflamatoria (Gadelha et al., 2008), mientras que el
polimorfismo en la region promotora 592 del gen IL10, promueve una baja produccion de
esta citoquina inmunosupresora (Sabouri et al., 2004); ademas el polimorfismo de la
region 3'UTR de la quimiocina estromal se asocia con la reduccion del 50% en el riesgo
de desarrollar PET/HAM (Vine et al., 2002).
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3.5. FISIOPATOLOGIA

El sistema inmunoldgico juega un papel elemental en el desarrollo de la PET/HAM. La
eficiencia de la respuesta inmunoldgica influye en la carga proviral y consecuentemente
en el riesgo de que una persona infectada con el virus desarrolle la enfermedad (Ureta-
Vidal et al., 2001; Bangham et al., 2015a). La fisiopatologia de la PET/HAM esta
encaminada por una serie de procesos que parten del contacto célula-célula, donde el
virus infecta la célula T reguladora (Treg) con fenotipo CD4*CD25"FOXP3*. Este suceso
se atribuye a la afinidad entre el receptor de membrana CCR4, conocido por expresase
selectivamente en las células Treg y Th2 (Yamano et al., 2009; Araya et al., 2014,
Yamano and Coler-Reilly, 2017); y la quimiocina CCL22, encontrada en altas cantidades
en los pacientes con PET/HAM (Toulza et al., 2010). Una vez la célula Treg es infectada,
se activa la proteina viral Tax cuya funcién se relaciona con la modulacion de proteinas
y quimiocinas, esta inhibe la expresion de FOXP3 y estimula la expresion de Tbet, la cual
promueve la expresion de IFN-y y del receptor de membrana CXCR3. A partir de esto, la
célula adquiere un comportamiento tipo Th1, convirtiéndose en una célula productora de
IFN-y (Fuzii et al., 2014).

La célula productora de IFN-y, atraviesa la barrera hematoencefalica e ingresa al tejido
del Sistema Nervioso Central (SNC), en donde la produccion de IFN-y estimula la
expresion de la quimiocina CXCL10 en monocitos, células endoteliales, fibroblastos y
particularmente en astrocitos (Shin et al., 2009; Ando et al., 2013), obteniendo como
resultado, el reclutamiento de nuevas células al interior del SNC mediante la interaccion
con el receptor de membrana CXCR3. De esta manera, la infiltracion inflamatoria del SNC
se encuentra principalmente representada por células TCD4" con carga viral
relativamente alta, elevado porcentaje de TAX, y alta produccion de IFN-y; seguida de
células TCD8" encargadas de eliminar las células infectadas. Finalmente, ambos tipos
celulares entran a un ciclo de retroalimentacion donde hay una produccion excesiva de
IFN-y que lleva a inflamacion cronica y dano tisular (Umehara et al., 1994; Moritoyo et al.,
1999) (Figura 2).
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Figura 2. Representacién del mecanismo mediante el cual se genera la lesién del tejido nervioso en la PET/HAM.
Modificado de Bangham (2015a).
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3.6. PAPEL DE LAS CELULAS T EN EL DESARROLLO DE PET/HAM

3.6.1. LinfocitosTCD4"

La respuesta de los linfocitos TCD4" en pacientes con PET/HAM no ha sido estudiada en
detalle, sin embargo hay estudios que demuestran que estas células predominan en las
lesiones tempranas de esta patologia (Goon et al., 2002). La respuesta de las células
TCD4 es importante debido a que: 1) las células TCD4" son el principal reservorio del
virus HTLV-I (Hanon et al., 2000); 2) las células TCD4" infectadas por el virus secretan
espontaneamente citoquinas pro-inflamatorias y neurotdxicas como el IFN-y y el Factor
de Necrosis Tumoral-o (TNF-a) que se encuentran elevados en el Liquido
Cefalorraquideo (LCR) y en las lesiones de la médula espinal en pacientes con PET/HAM
(Uchiyama et al., 1977; Hanon et al., 2001); 3) las células TCD4" infectadas por HTLV-
pueden alterar la funcion de las células Th, convirtiéndolas en células T inducibles y asi
aumentar la proliferacién de células Th1 (Bangham et al., 2015a); 4) las células TCD4"
son el subconjunto predominante de linfocitos infectados encontrados en las lesiones del
SNC de pacientes con PET/HAM en la fase temprana de la enfermedad (lwasaki, 1993),
lo que sugiere que estas células juegan un papel muy importante en su patogénesis
(Hanon et al., 2001).

3.6.2. Linfocitos TCD8"

Los linfocitos T citotdxicos CD8" cumplen un papel central en la defensa inmunitaria
contra células infectadas por virus, bacterias y protozoos; su funcion se realiza a través
de dos mecanismos: citotoxicidad y liberacidn de citoquinas. Para lograr la funcion
citotoxica, las células TCD8" emplean dos mecanismos complementarios, uno mediado
por la exocitosis de granulos liticos que contienen moléculas como la perforina, que forma
poros que permiten el paso de otras moléculas como la granzima B que activa la cascada
de senalizacion de apoptosis mediada por caspasas (Trapani and Smyth, 2002).
Respecto a la liberacién de citoquinas, las células TCD8" participan en la produccion de
IFN-y e IL-2 en la respuesta antiviral (Woodland and Dutton, 2003). Las células TCD8"
son abundantes en la sangre periférica de pacientes con PET/HAM, esto se debe a la
carga proviral del HTLV-I que promueve la activacion persistente de las células TCD8",
lo que causa dafo tisular por la segregacidn de citoquinas proinflamatorias,
principalmente TNF-a e IFN-y (Jacobson, 2002; Oh and Jacobson, 2008; Bangham et al.,
2015a). La expresion de la proteina Tax en la superficie de las células TCD4" provoca la
activacion de las TCD8", que contribuyen a destruir las células infectadas por el HTLV-I
y perpetuan el proceso inflamatorio (Carod-Artal, 2009).

3.7. PAPEL DE LAS CELULAS T REGULADORAS (Tregs) EN EL DESARROLLO DE
PET/HAM

Las células Treg son el elemento central para el mantenimiento de la tolerancia periférica.
Se ha demostrado que las Tregs desempefian un papel crucial durante la autoinmunidad
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(Kleinewietfeld and Hafler, 2014), sin embargo, éstas pueden afectar la respuesta efectiva
contra ciertos patdogenos y células cancerigenas, cuando se ve afectada su funcion
regulatoria, y por ende podrian ser perjudiciales para el huésped (Chaudhry and
Rudensky, 2013). Existen varios subtipos de células Treg y la mayoria pertenecen al
linaje celular TCD4" (Thompson and Powrie, 2004), entre ellas se encuentran las células
T reguladoras naturales (nTreg) con fenotipo TCD4'CD25", las cuales tienen una
frecuencia del 1-10% en el total de células TCD4" (Siachoque et al., 2011). Las nTreg se
caracterizan por expresar de manera exclusiva la proteina FOXP3, este factor de
transcripcion ha sido ampliamente utilizado y se reconoce como el marcador por
excelencia de este linaje celular. En PET/HAM los linfocitos TCD4" que expresan FOXP3
son el principal reservorio del virus. Una vez infectados, la expresion de FOXP3 se ve
disminuida, y los niveles de la proteina virica Tax y la carga viral aumentan
significativamente; esto confirma la importancia de las células TCD4'FOXP3" en la
fisiopatologia de la enfermedad.

La disminucion o perdida de la expresion de FOXP3 puede interrumpir la supresion
natural de las Tregs, por lo cual, incluso estando diferenciadas pueden transformarse en
células inflamatorias (Bosma et al., 2012). Existen varios reportes donde las células Tregs
sufren procesos de plasticidad celular, este fendbmeno se debe a su capacidad de
reprogramarse a células pro-inflamatorias productoras de citoquinas como IL6, IL-12 e
IFN-y (Arisawa et al., 2000; Gao et al., 2012). Este hecho puede ser atribuido a la
interaccidn con el microambiente tisular local, ya que diversos procesos moleculares
pueden afectar la plasticidad encaminandola a desarrollar diversas funciones, por lo cual
la supresion natural de células Tregs esta limitada por la proteccion y respuesta pro-
inflamatoria (Gao et al., 2012).

En PET/HAM el proceso de plasticidad celular, lleva a las células nTreg hacia un fenotipo
tipo Th1 (productor de IFN-y) (Mizoguchi et al., 2002) por lo que se les denomina células
tipo Th1-like, que predominan en el sistema nervioso central y en lesiones de la médula
espinal de pacientes con PET/HAM (Araya et al., 2014). También es importante resaltar
que las células nTreg expresan otros marcadores asociados a su funcion reguladora, por
ejemplo la expresién de CD73 con fenotipo CD4*CD25"CcD73", cuya funcion es la
metabolizacién de nucledtidos y la regulacion de la inmunidad tardia e inflamacion
(Antonioli et al., 2013). Otro marcador importante en el proceso de regulacion es la
proteina DPI (del inglés Programmed cell death protein I), cuya funcion es diferenciar las
células T naive a células Treg inducibles (Zhang et al., 2016).

Otro subtipo regulador son las Treg inducibles, con fenotipo TCD4'CD25", que se
caracterizan por expresar altos niveles de CD25 (Siachoque et al., 2011). La funcion de
las Tregs inducibles es controlar, la funcién de las células T efectoras activadas en las
enfermedades autoinmunes mediante la secrecidn de las citoquinas IL-10 y TGF-
(Siachoque et al., 2011).
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3.8. PAPEL DE LAS CELULAS B REGULADORAS (Bregs)

Las células B reguladoras (Breg) son células inmunosupresoras que soportan la
tolerancia inmunoldgica y a su vez han sido asociadas con la inhibicion de la inflamacion
excesiva (Mauri and Bosma, 2012), a través de la produccion de IL-10, IL-35 y TGF-
(Shen et al., 2014). Se cree que la interaccion entre las células Breg y las T naive
controlan la induccion y el funcionamiento de las células Treg, dado que las células B
deficientes del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (Yoshizaki et al.,
2012) y de la proteina B7, afectan el proceso de diferenciacion de las células Tregs
inducibles por la disminucion de la produccion de IL-10 (Mann et al., 2007). Por otro lado,
las ceélulas Breg suprimen la diferenciacion de las células Th1 y Th17 evitando asi la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Sun et al., 2005; Matsumoto et al., 2014).
También se ha dicho que las células Breg apoyan el mantenimiento de la homedstasis
de las células Natural Killer de cadena invariante (Bosma et al., 2012).

Hasta ahora se han descrito multiples subconjuntos de células Breg con muchas
similitudes en las funciones efectoras. Sin embargo, todavia no se ha aclarado si las
diferencias observadas se deben a la existencia de distintos linajes celulares de células
Breg o a cambios dependientes del entorno inmunoldgico (Tebbe et al., 2016). Existen
estudios en los que se ha demostrado que las células B inmaduras, maduras y
plasmaticas tienen la capacidad de diferenciarse en células B reguladoras productoras
de IL-10 (Rosser and Mauri, 2015). Al igual que las células Treg, existen varios
marcadores para la identificacién de Breg; en humanos, se han identificado los fenotipos
CD19*CD24"CD38", CD19*CD24"CD27"y CD19"CD25"CD71" en sangre y en sitios de
inflamacion (Rosser and Mauri, 2015). Estos fenotipos celulares producen IL-10, inducen
la diferenciacion a células Treg, suprimen la proliferacion de las células Th1y Th17 y la
respuesta de las células TCD8" antigeno especificas (Blair et al., 2010; Flores-Borja et
al., 2013; van de Veen et al., 2013; Matsumoto et al., 2014). Como se puede observar la
IL-10 ha sido util en la definicion de poblaciones de células B reguladoras, pero aun no
se ha identificado un marcador especifico para este linaje.

Existe una fuerte evidencia que el numero y la capacidad de supresiéon de las células
Breg aumentan en respuesta a la inflamacion (Mizoguchi et al., 2002; Evans et al., 2007),
sin embargo no hay un consenso sobre su origen. En la actualidad se han descrito dos
modelos para tratar de explicar el principio de esta subpoblacion celular. EI primero
sefala que las células Breg, al igual que las nTreg, presentan un factor de transcripcion
especifico que controla la expresion de genes responsables de su naturaleza supresora.
El segundo, sugiere que en respuesta a ciertos estimulos, las células B adoptan un
fenotipo regulador para suprimir la inflamacién local (van de Veen et al., 2013). A pesar
del esfuerzo considerable, ningun estudio en los que se hayan analizado arreglos de
genes en células Breg humanas ha identificado de forma concluyente un marcador
especifico de linaje equivalente al FOXP3 de las células Treg (van de Veen et al., 2013;
Rosser and Mauri, 2015).
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Entre los fenotipos mas estudiados de células Bregs, se ha demostrado que el
CD19°CD24"CD38" inhibe la diferenciacion de células Th1 mediante la liberacién de IL-
10. Otros estudios han demostrado que esta poblacion de células Breg, en pacientes con
enfermedades autoinmunes, se encuentra en una menor proporcion, lo que disminuye su
capacidad reguladora y contribuye a empeorar la patologia; razén por la cual es
importante el estudio de esta poblacion ya que podria tener los mismos efectos en la
PET/HAM (Blair et al., 2010).

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la frecuencia de células T y B reguladoras circulantes y funciones efectoras de
los linfocitos T en individuos con paraparesia espastica tropical (PET/HAM) e individuos
sanos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Comparar el porcentaje de células T y B reguladoras en pacientes diagnosticados
con PET/HAM e individuos sanos.

o Estimar la produccion intracelular de IFN-y e IL-4 en linfocitos TCD4 y TCD8 en
pacientes diagnosticados con PET/HAM e individuos sanos.

. Cuantificar la activacion y senescencia de células TCD4" y TCD8" en pacientes
diagnosticados con PET/HAM e individuos sanos.

5. METODOLOGIA
5.1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio fue seleccionada a partir de criterios de inclusion y exclusion
mencionados a continuacion

5.1.1. Criterios de inclusion

Las personas participantes del proyecto en calidad de pacientes fueron mayores de 18
afnos de edad, diagnosticados con PET/HAM y con una serologia positiva para HTLV-I.

Los controles fueron mayores de edad con una serologia negativa para HTLV-l y que no
padecian enfermedades al momento del ingreso al estudio. Para la realizacion del
proyecto unicamente se tuvieron en cuenta personas que firmaron el consentimiento
informado, que completaron el cuestionario y accedieron a la toma de muestra de sangre.
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Los pacientes diagnosticados con PET/HAM fueron incluidos en el estudio
independientemente del tratamiento que estuvieran recibiendo en ese momento.

5.1.2. Criterios de exclusion

El proyecto no admitié personas menores de 18 afos de edad, pacientes VIH positivos,
0 personas con otras afecciones agudas o cronicas; tampoco fueron incluidos pacientes
con Paraparesia Espastica Tropical y serologia negativa para HTLV-I, participantes que
no firmaron el consentimiento informado y no autorizaron el acceso a las muestras
requeridas en la investigacion.

Se estudiaron 19 pacientes provenientes del servicio de neurologia del Hospital
Universitario San José de Popayan, los cuales presentaban sintomatologia neurologica
consistente en alteraciones en la marcha, parestesias, alteraciones en la sensibilidad,
sensacion de debilidad muscular, incontinencia urinaria, ademas de hiperreflexia en
miembros inferiores, hiper/hipotonia muscular y signo de Babinski positivo (Pias-Peleteiro
et al., 2015). La confirmacion de PET/HAM se determind por seropositividad para el
HTLV-l mediante las técnicas de ELISA y Western-blot. Los pacientes que cumplieron
con todos los criterios de inclusion fueron 9, los cuales fueron apareados con 9 controles
sanos, de acuerdo a los criterios de edad y género.

El tamafio de la muestra se seleccion6 por conveniencia y certeza del padecimiento de
la enfermedad. Las personas incluidas en el proyecto fueron entrevistadas. Simultaneo a
esto, se les realiz6 una explicacion detallada de los objetivos y metodologia.
Posteriormente, se analiz6 el cumplimiento con los criterios de inclusion y exclusion.
Cuando la persona acepto voluntariamente participar en el estudio, se le solicité la firma
de consentimiento informado, se llené una encuesta que competia informacién basica
relacionada con la enfermedad incluyendo edad, sexo, tiempo de diagnostico y
tratamiento (anexo 1).

5.1.1. Criterios de inclusion

Las personas participantes del proyecto en calidad de pacientes fueron mayores de 18
afnos de edad, diagnosticados con PET/HAM y con una serologia positiva para HTLV-I.

Los controles fueron mayores de edad con una serologia negativa para HTLV-l y que no
padecian enfermedades al momento del ingreso al estudio. Para la realizacion del
proyecto unicamente se tuvieron en cuenta personas que firmaron el consentimiento
informado, que completaron el cuestionario y accedieron a la toma de muestra de sangre.
Los pacientes diagnosticados con PET/HAM fueron incluidos en el estudio
independientemente del tratamiento que estuvieran recibiendo en ese momento.
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5.1.2. Criterios de exclusion

El proyecto no admitié personas menores de 18 afios de edad, pacientes VIH positivos,
0 personas con otras afecciones agudas o cronicas; tampoco fueron incluidos pacientes
con Paraparesia Espastica Tropical y serologia negativa para HTLV-I, participantes que
no firmaron el consentimiento informado y no autorizaron el acceso a las muestras
requeridas en la investigacion.

5.2. PROCEDIMIENTOS

5.2.1. Toma de muestra de sangre venosa periférica

La toma de muestra de sangre periférica se realizé mediante puncion venosa en el
antebrazo siguiendo los protocolos de bioseguridad, este procedimiento fue realizado por
parte de personal capacitado. A cada individuo se le tomo aproximadamente 15mL de
sangre periférica en tubo con heparina.

5.2.2. Determinacién de Infeccion por el virus HTLV-I

A partir del suero se realizé la prueba de ELISA para detectar la presencia de anticuerpos
anti-HTLV-l, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (DIA.PRO).
Posteriormente, se confirmé el diagndstico por la técnica de Western-blot, de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante (Bio-Rad, Berkeley. CA).

5.2.3. Extraccion de células mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica fueron separadas por centrifugacion en
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (BioWhittaker). Se evaluo la viabilidad celular
utilizando la dilucién de 1:10 con azul de Tripan (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO,
USA), el numero de células totales se determind utilizando camara de Neubauer
aplicando la siguiente formula:

# células totales en los 4 cuadrantes x factor de dilucion x 10.000
4

5.2.4. Fenotipificacion de las subpoblaciones de células Treg

Aproximadamente 1x10°células mononucleares fueron depositadas en tubos de
Citometria de flujo (Falcon, Becton Dickinson). Se realiz6 marcacion extracelular con
anticuerpos anti-CD4 (clone: OKT4), anti-CD25 (clone: BC96), anti-CD73 (clone: AD2) y
anti-DP-I (clone: SPM178), todos de eBioscience de acuerdo a las condiciones descritas
en la tabla 1.
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Una vez adicionados los anticuerpos a los tubos correspondientes, se mantuvieron
durante 30 minutos a 4°C y oscuridad; posterior a ello se realiz6é un lavado con 10 mL de
PBS 1X (GIBCO™ Invitrogen Corporation) durante 5 minutos, utilizando la centrifuga a
201g, manteniendo la temperatura de 4°C. Terminado el lavado, los tubos se fijaron con
paraformaldehido 2% (SIGMA ALDRICH) durante 15 minutos a 4°C y oscuridad.

Para la marcacion intracelular se permeabilizaron las células con la solucidn
permeabilizadora (Fixation/Permeabilization Buffers, ebioscience) dilucion 1:9, durante 5
minutos, a 4°C. Posterior a ello se realizé un lavado con PBS 1X, se adiciond el anticuerpo
anti-FOXP3 (clone: 259D Biolegend) y se incub6 durante 1 hora y 30 minutos, a 4°C y
oscuridad.

Finalmente, las células se lavaron con 1 ml de PBS y se centrifugaron a 201g durante 5
minutos a 4°C. Después las células fueron resuspendidas en 200uL de PBS 1X y
cuantificadas en el citdmetro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences).

Tabla 1. Condiciones para la fenotipificacion de las subpoblaciones de células Treg

TUBOS CONDICIONES
Tubo 1 Células
Tubo 2 Células + CD4 FITC(5uL) + CD25 PECy5(5uL)
Tubo 3 Células +CD4 FITC(5uL) + CD25 PECy5 (5uL) +FOX P3 PE(4uL)
Tubo 4 CD4 FITC (5uL) + CD25 PECy5(5uL) +CD73 PE (3uL) +DPI APC
(3uL)

5.2.5. Fenotipificacion de las subpoblaciones de células Breg

Alrededor de 1x10° células mononucleares se depositaron en tubos de citometria de flujo
(Falcon, Becton Dickinson), posterior a ello se adicionaron marcadores Anti-CD19
(beckman coulter), anti-CD24 (clone: MLS BiolLegend), anti-CD38 (clone: HIT2
BioLegend), segun las condiciones descritas en la tabla 2. Una vez adicionados los
anticuerpos al tubo correspondiente, se mantuvieron durante 30 minutos a 4°C y
oscuridad. A continuacion, se realiz6é un lavado con 1 ml PBS y se centrifugd a 201g
durante 5 minutos a 4°C. Después las células se fijaron con paraformaldehido 2% durante
15 minutos a 4°C. Finalmente, fueron lavadas con 1 ml de PBS y cuantificadas en el
citometro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences).

Tabla 2. Condiciones para la fenotipificacion de las subpoblaciones de células Breg

TUBOS CONDICIONES
Tubo 1 Células
Tubo 2 CD19 PE (5uL) + CD38 PECy5 (3uL) + CD24 ALEXA FLUOR 647
(3uL)
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5.2.6. Cuantificacion de células T activadas y senescentes

Para evaluar el estado de activacion y senescencia celular de los linfocitos TCD4" y
TCD8", aproximadamente 1x10° células mononucleares fueron marcadas con
anticuerpos anti-CD4 (clone: OKT4), anti-CD8 (clone: HIT2), anti-CD57 (clone: HNK-1) y
anti-HLADR (clone: L243), todos de BioLegend, segun las condiciones descritas en la
tabla 3. Una vez adicionados los anticuerpos a los tubos correspondientes, se
mantuvieron durante 30 minutos a 4°C y oscuridad; posterior a ello se realizé un lavado
con 1ml de PBS y se centrifugd a 201g durante 5 minutos a 4°C. Terminado el lavado,
los tubos se fijaron con paraformaldehido 2% durante 15 minutos a 4°C y oscuridad.
Finalmente, las células fueron lavadas y cuantificadas en el citdmetro de flujo Accuri C6
(BD Biosciences).

Tabla 3. Condiciones para la fenotipificacion de las subpoblaciones de T activacion

TUBOS CONDICIONES

Tubo 1 Células

Tubo 2 CD4 FITC (5uL) + HLADR PE (5uL) + CD8 PECy5 (3uL)
Tubo 3 CD4 FITC (5uL) +CD57 PE (5uL) + CD8 PECy5 (3ulL)

5.2.7. Evaluacién de la produccion de citoquinas intracelulares

Se depositaron 1x10° células mononucleares a cada tubo de citometria de flujo (Falcon,
Becton Dickinson), las células fueron estimuladas policlonalmente con 40ng/mL de
Phorbol Myristate Acetate (PMA) mas 1 pg/mL de ionomicina y 10ug/mL de Brefeldina
durante 6h a 37°C y 5% de CO,. Al final del tiempo de incubacion, las células se marcaron
con los anticuerpos anti-CD4 (clone: RPA-T4) y anti-CD8 (clone: RPA-T8) de BioLegend
en las condiciones descritas en la tabla 4, se mantuvieron durante 30 minutos a 4°C y
oscuridad; luego las células se lavaron y se fijaron con paraformaldehido 2%. Después,
las células se permeabilizaron con solucion Fixation/Permeabilization Buffer y fueron
incubadas con anticuerpos anti-IFN-y (clone 4S.B3) y anti-IL4 (clone: 8D4-8) de
eBioscience, durante 1 hora y 30 minutos, a 4°C y oscuridad. Finalmente, las células
fueron lavadas con 1 ml de PBS y cuantificadas en el citometro de flujo Accuri C6 (BD
Biosciences).

Tabla 4. Condiciones para la fenotipificacion de las subpoblaciones de citoquinas

TUBOS CONDICIONES

Tubo 1 Células

Tubo 2 Células + CD4 PECY5 (3ulL)
Tubo 3 Células + CD8 PECY5 (3uL)
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Tubo 4 Células + CD4 PECY5 (3uL) + IFN-y FITC (3uL) + IL-4 PE (5uL)
Tubo 5 Células + CD8 PECY5 (3uL) + IFN-y FITC (3uL) + IL-4 PE (5uL)

5.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con un valor
critico menor de 0,05. El porcentaje de los linfocitos evaluados para cada parametro entre
pacientes y controles se comparo6 con la prueba de U de Mann-Whitney. Los datos se
consideraron significantes cuando el valor de p fue menor a 0,05 (p<0,05). Los datos
fueron analizados con el paquete estadistico GraphPad Prism Software 5 (San Diego,
CA, USA).

6. RESULTADOS
6.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

Se estudiaron 19 pacientes que ingresaron al hospital San José de la ciudad de Popayan
por sintomatologia que inferia sospecha de Paraparesia Espastica Tropical, de éstos, 9
cumplieron con el criterio de seropositividad para el virus HTLV-I (ELISA y Western Blot)
(Anexo D). De los pacientes confirmados para PET/HAM, el 55,6% fueron hombres y el
44.,4% mujeres, con un rango de edad de 32-79 afios (mediana de 58,8 anos), el 44,4%
refirid vivir en zona urbana. Al revisar los antecedentes de riego de infeccion por HTLV-I,
se confirmé que el 75% de los pacientes habia recibido transfusion de sangre al menos
una vez en el transcurso de la vida. En cuanto a los sintomas neurolégicos, el 55,6% de
pacientes presentd parestesias en miembros inferiores y alteraciones en la marcha y el
66,6% signo de Babinski positivo. Referente a los sintomas uroldgicos, el 55,6% de
pacientes presento incontinencia urinaria y el 33,3% disfuncion eréctil (Ver tabla 5). Cada
paciente se apared con un control, de acuerdo con los criterios antes enunciados en la
metodologia.
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TABLA 5. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de pacientes con PET/HAM y
controles sanos

PET/HAM Controles
(n=9) n (%) (n=9) n (%)

MASCULINOS 5 (55.6) 4 (44.4)
FEMENINOS 4 (44.4) 5 (55.6)
MEDIANA DE EDAD Y RANGO 58.8 (32-79) 57.6(31-18)
RESIDENCIA URBANA 4(44.4) 8(88.8)

RURAL 5 (55.6) 1(11.1)
*ICM (KG/M2) NORMAL 6 (66.7) 4 (44.4)

BAJO PESO 0(0) 0(0)

SOBREPESO 3(33.3) 5(55.5)

OBESIDAD 0(0) 0(0)
ANT LACTANCIA MATERNA 4(44.4) 8 (88.8)
USO DE DROGAS IV 0(0) 0(0)
ANTEC. DONACION SANGRE 3(33.3) 4 (44.4)
ACTIVIDAD HOMOSEXUAL 0(0) 0(0)
ANTEC. TRANSFUSION 6 (75) 0(0)
SINTOMAS NEUROLOGICOS PARAPARESIA 5 (55.6)

ESPASTICA MI

PARESTESIAS MI ~ 5 (55.6) 0

ALTERACIONES EN 5 (55.6) 0

MARCHA

SIGNO DE BABINSKI 6 (66.6) 0

NORMOTONIA MI 2(22.2) 0

HIPERTONIA MI 1(11.1) 0

HIPOTONIA MI 5 (55.6) 0

HIPORREFLEXIAMI 1 (11.1) 0

HIPERREFLEXIAMI 6 (66.6) 0

CON O SIN CLONUS

SIGNOS 2(22.2) 0

CEREBELOS

ALT PARES 1(11.1) 0

) . CRANEALES

SINTOMAS UROLOGICOS INCONTINENCIA 5 (55.6) 0

DISFUNCION 3(33.3) 0

ERECTIL

*ICM: indice de masa corporal; **MI: miembros inferiores
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6.2. CUANTIFICACION DE LA FRECUENCIA DE CELULAS T Y B REGULADORAS
CIRCULANTES

6.2.1. Cuantificacion de células T reguladoras (Treg) CD4*CD25"FOXP3" en pacientes
con PET/HAM y en controles sanos

La frecuencia de células Treg fue evaluada en el linaje celular CD4*CD25"FOXP3* en
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con PET/HAM y sus respectivos
controles, la estrategia de analisis se puede evidenciar en la figura 3.

A B c

44211

CD25+
- < 2878 - 10" 16,15%
&) —_— O <
D @ —_ 9
w u 8
‘ T d® ;T@.th N
ik 45,60% 10
16 729.3 r r r r
10° 100 10" 10® 10° 10° 10’ 10
FSCA Cb4 cb4*
D
1079
10°
10° 4
FOX P3+
10° 5,52%
1) ,
a 107 1
x
o
e N
10
10}

100 10° 10® 10° 10° 10’

CD4*

Figura 3. Cuantificacion mediante citometria de flujo de células Treg con fenotipo CD4'CD25"FOXP3* en
células mononucleares de sangre periférica. El andlisis se llevo a cabo a través de un esquema de contorno donde
se selecciono la poblacién de linfocitos en funcién de FSC-A y FSC-H (A). A partir de ello, células CD4" fueron
seleccionadas en relacion a FSC-A (B); posteriormente, a partir de las células CD4" se realizé un nuevo grafico de
contorno del cual se seleccionaron las células positivas para CD4" y cD25" (C). De esta regién se cuantifico el
porcentaje de células FOXP3+ en relacion a las células CD4" (D).

Al confrontar la frecuencia de las Treg con fenotipo CD4'CD25"FOXP3* entre pacientes
con PET/HAM e individuos sanos, no se observo una diferencia significativa entre ellos
(Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de células Treg CD4'CD25"FOXP3* en 9 controles sanos (triangulo) y 9 pacientes con
PET/HAM (rombo). Cada punto representa el valor obtenido para cada persona de cada grupo, las lineas horizontales
representan la mediana y los intervalos intercuartiles. Los datos fueron analizados mediante la prueba U de Manne
Whitney, con valores de p<0,05.

6.2.2. Cuantificacién de la frecuencia de las células Treg CD4*CD25"DPI* y
CD4*CD25"CD73" en pacientes con PET/HAM y controles sanos

Adicionalmente, se evalud el porcentaje de células Treg con fenotipos CD4*CD25"DPI*
y CD4*CD25"CD73", la frecuencia de estas células fue evaluada como se observa en las
figuras 5y 6, respectivamente.
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Figura 5. Caracterizacion mediante citometria de flujo de la subpoblacion celular Treg CD4'CD25"DPI". El
andlisis se llevd a cabo a través de un esquema de contorno en donde se seleccionaron los linfocitos en funcién de
FSC-A y FSC-H (A). A partir de ello, células CD4" fueron seleccionadas en relacién a FSC-A (B); posteriormente, a
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partir de las células CD4" se seleccionaron las células CD4" y CcD25" (C). Finalmente se realiz6 otro grafico de contorno
a partir de estas para la cuantificacién de la expresion de DPI” en relacion a las células CD4" (D).
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Figura 6. Caracterizacion mediante citometria de flujo de la subpoblacion celular Treg CcD4'CcD25"cD73". ElI
andlisis se llevd a cabo a través de un esquema de contorno en donde se seleccionaron los linfocitos en funcién de
FSC-A y FSC-H (A). A partir de ello, células CD4" fueron seleccionadas en relacion a FSC-A (B); posteriormente, a
partir de las células CD4" se seleccionaron las células CD4" y CcD25" (C). Finalmente se realizo6 otro grafico de contorno
a partir de estas para la cuantificacién de la expresion de CD73" en relacion a las células CD4" (D).

Al realizar la comparacién entre los fenotipos CD4*CD25"DPI* y CD4*CD25"CD73" de
pacientes con PET/HAM vy los individuos sanos, no se evidencid una diferencia
significativa entre los grupos, como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Porcentaje de células Treg CD4*CD25"'DPI* (A) y CD4*CD25"'CD73" (B) en 9 controles sanos (triangulo)
y en 9 pacientes con PET/HAM (rombo). Cada punto representa el valor obtenido para un individuo de cada grupo, las
lineas horizontales refieren la mediana y los intervalos intercuartiles. Los datos fueron analizados mediante la prueba
U de Manne Whitney, con valores de p<0,05.

6.2.3. Cuantificacion de la frecuencia de células B reguladoras (Breg) circulantes

Se cuantifico la frecuencia de células Breg con fenotipo CD19*CD24"CD38" en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes PET/HAM y controles sanos. El analisis
se realiz6 mediante Citometria de flujo como se muestra en la figura 8.

37



429594 AR b 4909

3964.1 4

T 29s2 <
(%] 72}
(v : w
‘CELLS
) 76,35°/o
16( 7 T T 1
16,4 28892 4862 34 7.€
FSCA CD19~
C
b y
10
CD19+ CD24hi CD38hi
10° CD19+ CD24hi CD38- 4,75%
e 162% _—\
S et
o SN P
G -
§ 10° <
10” CD19+ CD25k CO3Bin
6357%IVy L
10? 3
107

CD38*

Figura 8. Cuantificacion de células Breg con fenotipo CD19°CD24"CD38" en células mononucleares de sangre
periférica. El analisis se llevé a cabo a través de un esquema de contorno donde se selecciond la poblacién de
linfocitos en funcién de FSC-A y FSC-H (A). A partir de ello, células CD19" fueron seleccionadas en relacién a FSC-A
(B). Finalmente se realizé un grafico de contorno correspondiente a las células CD19" en funcién de las células CD38"
y CD24" con el fin de identificar la regién CD19°CD24"CD38" correspondiente a las células Bregs (C).

Al comparar los porcentajes de las células Breg con fenotipo CD19*CD24"CD38" entre
los pacientes con PET/HAM vy los controles sanos, se evidencido que los pacientes
presentaron menor porcentaje de esta subpoblacion celular respecto a los controles
(figura 9; Tabla 6).
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Figura 9. Porcentaje de células Breg CD19"CD38"CD24" en 9 controles (triangulo) y 9 pacientes con PET/HAM
(rombo). Cada punto representa el valor obtenido por un individuo de cada grupo, las lineas horizontales indican la
mediana y los cuartiles. Los datos fueron analizados mediante la prueba U de Manne Whitney con valores de p<0,05.

6.2.4. Cuantificacion de la frecuencia de células T productoras de IFN-y e IL-4
Se cuantifico el porcentaje de células T productoras de IFN-y e IL-4 en los linfocitos TCD4"

y TCD8". Las figuras 10 y 11, representan la estrategia de analisis por Citometria de flujo
de las subpoblaciones CD4*IFN-y", CD4IL-4", CD8*IFN-y"y CD8"IL-4".
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Figura 10. Cuantificacion de la frecuencia de linfocitos CD4" productores de IFN-y e IL-4. El analisis se llevd a
cabo a través de un esquema de contorno donde se selecciond la poblacion de linfocitos en funcion de FSC-A y FSC-
H (A). A partir de ello, células CD4" fueron seleccionadas en relacién a FSC-A (B). Finalmente se realizé otro grafico
de contorno con el fin de identificar aquellas células productoras de IFN-, e IL-4 (C).
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Figura 11. Cuantificacion de la frecuencia de linfocitos CD8" productores de IFN-y e IL-4. El analisis se llevd a
cabo a través de un esquema de contorno donde se selecciond la poblacion de linfocitos en funcion de FSC-A y FSC-
H (A). A partir de ello, células CD8" fueron seleccionadas en relacién a FSC-A (B). Finalmente se realizé otro grafico
de contorno con el fin de identificar aquellas células productoras de IFN-, e IL-4 (C).

Al comparar las frecuencias de los linfocitos CD4" y CD8" productores de IFN-y e IL-4, se
evidencio que los pacientes PET/HAM presentaron una mayor frecuencia de células
CD4" y CD8" productores de IFN-y en comparacion con los controles sanos. (Figura 12A
y 12B). En cuanto a la produccion de IL-4, los pacientes PET/HAM presentaron mayor
porcentaje de células CD4" productoras IL4 en comparacion a los controles sanos (Figura
12C), mientras que no hubo diferencias significativas en la produccién de IL4 por las
células CD8+ entre las poblaciones estudiadas (figura 12D) (Tabla 7).
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Figura 12. Porcentaje de células CD4" y CD8" productoras de IFN-y (A y B) e IL-4 (C y D) en 9 controles sanos
(triangulo) y 9 pacientes con PET/HAM (rombo). Cada punto representa el valor obtenido para un individuo de cada

grupo, las lineas horizontales indican la mediana y los cuartiles. Los datos fueron analizados mediante la prueba U de
Manne Whitney con valores de p<0,05.

6.2.5. Comparacion de la relacién entre el porcentaje de células CD4'IFN-y sobre el
porcentaje de células CD4" 1L4"

Al realizar una comparacion entre la relacion del porcentaje de células CD4 IFN-y sobre
el porcentaje de células IL4", no se evidencio una diferencia significativa entre los grupos

de estudio (Figura 13).
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Figura 13. Relacién del porcentaje de células CD4'IFN-y/ CD4" IL4" en 9 controles sanos (triangulo) y 9 pacientes
con PET/HAM (rombo). Cada punto representa el valor obtenido para un individuo de cada grupo, las lineas
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horizontales indican la mediana y los cuartiles. Los datos fueron analizados mediante la prueba U de Manne Whitney
con valores de p<0,05.

6.2.6. Comparacion de la relacién entre el porcentaje de células CD4'IFN-y y CD8'IFN-y
sobre el porcentaje de células Bregs

Al realizar una comparacion entre la relacién del porcentaje de células CD4"IFN-y y
CD8’IFN-y sobre el porcentaje de células Bregs, se encontro una diferencia significativa
con un valor de p<0,05 para ambos casos (Figura 14).
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Figura 14. Relacién del porcentaje de células CD4'IFN-y/ CD19'CD38"CD24" (A) y CDS8'IFN-
«{lCD19"CD38hiCD24hi (B) en 8 controles sanos (triangulo) y 8 pacientes con PET/HAM (rombo). .Cada punto
representa el valor obtenido para un individuo de cada grupo, las lineas horizontales indican la mediana y los cuartiles.
Los datos fueron analizados mediante la prueba U de Manne Whitney con valores de p<0,05.

6.2.7. Cuantificacion de la frecuencia de células T activadas y senescentes

Se identifico el porcentaje de células activadas y senescentes por la expresién de HLADR
y CD57 en linfocitos TCD4" y TCD8" en pacientes con PET/HAM y controles sanos. Las

figuras 15 y 16 muestran la estrategia de analisis para los fenotipos CD4"HLADR",
CD8'HLADR" y CD4*CD57*, CD8"CD57", respectivamente.
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Figura 15. Cuantificacién mediante citometria de flujo de las subpoblaciones celulares CD4'HLA-DR",
CD8'HLA-DR". El analisis se llevo a cabo a través de un esquema de contorno donde se selecciond la poblacion de
linfocitos en funcion de FSC-A y FSC-H (A). A partir de ello, células CD4" y CD8" fueron seleccionadas en relacion a
FSC-A (B y C); posteriormente, se realizo un grafico de contorno para la cuantificacion de la expresiéon de células
CD4"HLADR" (D) y CD8"HLADR" (E).
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Figura 16. Cuantificacion mediante citometria de flujo de las subpoblaciones celulares CD4°CD57" y
CD8'CD57". El analisis se llevo a cabo a través de un esquema de contorno donde se seleccioné la poblacién de
linfocitos en funcion de FSC-A y FSC-H (A). A partir de ello, células CD4" y CD8" fueron seleccionadas en relacion a
FSC-A (B y C); posteriormente, se realizo un grafico de contorno para la cuantificacion de la expresiéon de células
CD4'CD57" (D) y CD8" CD57" (E).

Al comparar las frecuencias de las células T activadas y senescentes en pacientes con
PET/HAM y controles sanos, no se evidencio diferencias significativas (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de células T activadas y senescentes en 9 controles (triangulo) y 9 pacientes con PET/HAM
(rombo). CD4*CD57* (A), CD4*HLADR* (B), CD8*CD57* (C) y CD8*HLADR" (D). Cada punto representa el valor
obtenido para un individuo de cada grupo, las lineas horizontales indican la mediana y los cuartiles. Los datos fueron
analizados mediante la prueba U de Manne Whitney con un valor de p<0,05.

Tabla 6. Porcentaje de fenotipos de células T y B reguladoras en pacientes con
PET/HAM comparado con controles sanos

PET/HAM CONTROLES SANOS

% Células % Mediana % IQR % Mediana % IQR Valor P
%CD19*CD24"CD38" 2,96 (1,92-4,45) 7,25 (4,27-19,09) 0,0123
%CD4*CD25"CD73" 18,94 (8,28-28,30) 19,01  (15,28-23,52) 0,7361
%CD4*CD25"FOXP3" 11,29 (5,88-17,76) 9,86 (8,47-9.17) 0,9616
%CD4*CD25"DPI" 12,36 (10,3-15,1) 11,9 (8,22-14,64  0,5964

Los valores representan la mediana (rango intercuartil) de los porcentajes de fenotipos celulares de 9
pacientes con PET/HAM y 9 controles sanos. Estos datos fueron analizados por medio de la prueba U de
Manne Whitney. Con un valor de P<0,05
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Tabla 7. Porcentaje de fenotipos celulares en pacientes con PET/HAM comparado
con controles sanos.

PET/HAM CONTROLES SANOS
% Células % Mediana % IQR % Mediana % IQR Valor P
CD4*IFN-,* 14,36 (2.99-23.79) 3,041 (2,25-5,35) 0,0237
CD8*IFN-,* 24,37 (4,99-47,03) 4,35 (1,51-8,34) 0,0107
CD4*IL-4* 14,10 (8,65-17,21) 9,81 (1,90-11,74) 0,0484
CD8*IL-4* 11,35 (3,93-19,40) 10,66 (5,27-18,61) 0,8098
CD4*HLADR* 10,53 (4,70-17,13) 5,854 (3,6-8,55) 0,1121
CD8*HLADR* 8,66 (5,83-11,11) 9,69 (7,85-11,19) 0,5314
CD4*CD57* 10,65 (3,64-17,62) 6,02 (2,71-9,76) 0,1937
CcD8*CD57* 43,31 (20,11-67,08) 23,14 (4,52-47,02) 0,1356

Los valores representan la mediana (rango intercuartil) de los porcentajes de fenotipos celulares de
9 pacientes con PET/HAM y 9 controles sanos. Estos datos fueron analizados usando la U de Manne
Whitney, con un valor de p<0,05.

7. DISCUSIONES

Este estudio tuvo como objetivo: Evaluar la frecuencia de células T y B reguladoras
circulantes y funciones efectoras de los linfocitos T en individuos con paraparesia
espastica tropical (PET/HAM) e individuos sanos, para esto, se evalud y cuantifico, la
frecuencia de diferentes subgrupos celulares como las células T reguladoras (Treg) con
fenotipo CD4*CD25™FOXP3*; Treg asociadas a la expresion de CD73y DPI; y las células
B reguladoras (Breg) con fenotipo CD19+CD24"'CD38". Adicionalmente, se evalud la
respuesta efectora de las células T (CD4" y CD8"), en cuanto a la expresion de las
citoquinas IL-4 e IFN-y; asi como los marcadores de activacion y senescencia HLADR y
CD57, respectivamente.

Las células T reguladoras son reconocidas por expresar el factor transcripcional FOXP3;
éstas se conocen por su accion reguladora en procesos de la inmunidad adaptativa, tales
como la tolerancia y homeostasis celular (Toulza et al., 2008; Kleinewietfeld and Hafler,
2014; Pereira et al., 2017). En la fisiopatologia de la PET/HAM este tipo de células se han
reportado alteradas (Bangham et al., 2015a); Por ejemplo, Yamano et al. (2009)
determiné que la produccion de FOXP3 fue baja en el linaje celular CD4*CD25"CCR4",
postulando al CCR4 como un receptor de membrana presente en las células CD4"
infectadas por el virus HTLV-I, resultados que fueron corroborados por Araya et al. (2014).
En contraste con estos aportes, otros estudios indican alta frecuencia de FOXP3 en
células TCD4" infectadas por el virus de pacientes con PET/HAM (Toulza et al., 2008),
mas adelante, el mismo autor, relaciona este hecho como consecuencia de la activacion
de la proteina viral TAX y relaciona dicha proteina con la activacion de la quimiocina
CCL22, que a su vez prolonga la supervivencia de las células T reguladoras mediante la
interaccidn con el receptor de membrana CCR4 (Toulza et al., 2010; Bangham et al.,
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2015a). Los resultados encontrados en el presente estudio, donde no se encontré una
diferencia significativa en la frecuencia de células CD4*CD25""FOXP3* al comparar
pacientes con PET/HAM y controles, no son comparables con los resultados reportados
en la literatura cientifica hasta el momento, debido a que para este estudio se
cuantificaron las células CD4"CD25""FOXP3* en el total de células mononucleares
aisladas de pacientes y controles, sin discriminar si estas se hallaban infectadas, lo que
nos hace intuir que el virus afecta la expresion de FOXP3 directamente en las células
infectadas, sin afectar de manera directa o indirecta las células no infectadas del mismo
fenotipo.

Las células T reguladoras ademas de expresar FOXP3, expresan proteinas integrales de
membrana también caracteristicas de este linaje. Entre ellas se encuentran los
marcadores CD39y CD73, cuya funcion es fosforilar ATP en ADP, y ADP en AMP (Beavis
et al., 2012); su papel en la regulacion inmune es mediar la supresion inmunoldgica y
activar la respuesta antiinflamatoria (Antonioli et al., 2013) Otro marcador de interés en
la funcion regulatoria de las células Tregs es el DPI, el cual se conoce como un receptor
de tipo inhibidor-inmune que promueve la diferenciacidon de células Tnaive a células Treg
inducibles (Zhang et al., 2016).La deficiencia de este receptor se asocia con fendmenos
de autoinmunidad por pérdida de la auto-tolerancia (Zhang et al., 2016). En el presente
trabajo, los resultados obtenidos de la cuantificacién de CD73 y DPI no presentaron una
diferencia significativa con respecto a los controles. Respecto a CD73, es importante
resaltar que a la fecha no existe ningun reporte que haya estudiado este fenotipo celular
en pacientes PET/HAM, por lo tanto no existe un punto de comparacién para los
resultados aqui reportados. Sin embargo, Leal et al. (2013) reportan mayor frecuencia de
células con fenotipo celular CD39°CD25'CD4" en pacientes PET/HAM, dato interesante,
debido a que CD39 comparte la misma funcién que CD73. Lo anterior nos podria indicar
que la expresion de CD73 no se relacionan con el proceso fisiopatologico de la
enfermedad, mientras que CD39 parece tener un papel preponderante, sin embargo se
requieren mas estudios para establecer una conclusion final.

Los procesos de inmunidad no solo se median a partir de las células Treg, ya que las
células Bregs con fenotipo CD19'CD25"CD38" también se caracterizan por su
capacidad reguladora e inmunosupresora al regular la proliferacién y diferenciacion de
las células tipo Th1 (Mauri and Bosma, 2012; Shen et al., 2014). Las células Bregs no
han sido descritas en la PET/HAM, por lo cual el presente estudié describe por primera
vez la frecuencia de este subtipo celular en la patologia. Los resultados observados
indican que los pacientes tienen un menor porcentaje de células Breg
(CD19*CD25"CD38") comparado con los controles. Este comportamiento se asemeja a
los resultados reportados para este linaje celular en otro tipo de patologias también de
caracter inflamatorio autoinmune, tales como: lupus eritematoso sistémico (Blair et al.,
2010), esclerosis multiple (Staun-Ram and Miller, 2017), artritis (Mavropoulos et al.,
2017), en donde se encontrd disminuido este linaje celular. La reduccion de células Bregs
en pacientes con PET/HAM podria estar asociada a defectos en la regulacion de las
células tipo Th1, lo cual se ha demostrado desencadena un proceso fisioldgico que
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concluye en dafio tisular causado principalmente por el aumento de citoquinas
proinflamatorias como IFN-y.

Debido a que la respuesta tipo Th1 asociada a la produccion de IFN- y participa en la
fisiopatologia de PET/HAM, los resultados obtenidos de la evaluacion de la produccion
de IFN-y en linfocitos TCD4" y TCD8" de pacientes e individuos sanos, mostraron un
incremento significativo en pacientes, de acuerdo a lo reportado en la literatura (Bangham
et al., 2015a), esto puede deberse a un fendmeno de plasticidad celular, explicado por
Yamano y Coler-Reilly (2017) quienes demostraron que las células T reguladoras
infectadas por el virus HTLV-1 con fenotipo CD4'CD25"FOXP3* disminuyen su expresion
como consecuencia a la activacién de la proteina viral Tax, que a su vez activa la
expresion del factor de transcripcion T-bet, cuya funcidn principal es disminuir la
expresion de FOXP3 e incrementar la produccion de IFN-y, observandose un fenémeno
de plasticidad celular donde las células se convierten a un fenotipo Th1-Like (Yamano
and Coler-Reilly, 2017).

Ilgualmente, los resultados obtenidos en este estudio muestran el incremento significativo
de linfocitos TCD8" productores de IFN-y en pacientes con respecto a los controles. Estos
resultados se correlacionan con los datos obtenidos por Kubota et al. (2003) y Hanon et
al. (2001), quienes relacionaron los linfocitos TCD8" productores de IFN-y con el
incremento de la proteina viral Tax en la infeccion por el HTLV-I, ya que la expresion de
IFN-y tiende a incrementar conforme al aumento de la actividad de Tax, lo que pudiese
explicar el por qué esta citoquina se incremento considerablemente en pacientes y la baja
produccion que se presentd en controles sanos.

Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en este trabajo en cuanto a la alta
produccion de IFN-y por parte de las células CD4"y CD8" en pacientes con PET/HAM ha
sido reportado anteriormente (Hanon et al., 2001; Kubota et al., 2003; Araya et al., 2014;
Bangham et al., 2015a; Yamano and Coler-Reilly, 2017); se realiz6 un analisis de la
correlacion existente entre las células CD4"y CD8" productoras IFN-y y las células Bregs,
esta correlacidn mostro ser significativamente alta en pacientes comparado con controles
sanos. Asi, las células Breg se encontraron en cantidades reducidas en pacientes con
PET/HAM, lo que podria estar relacionado al incremento de IFN-y en pacientes, lo que
concuerda con lo evidenciado en otras enfermedades como el lupus eritematoso (Blair et
al., 2010).

En pacientes con PET/HAM hay un predominio de citoquinas tipo Th1 y una reduccion
de citoquinas tipo Th2, esto es probablemente causado por la abundante circulacién de
células inmunes entre la sangre periférica y el sistema nervioso central, lo que conduce
a una inflamacion del tejido nervioso (Ahuja et al., 2007). No obstante, nuestros
resultados mostraron que la subpoblacion de células TCD4IL-4" fue mayor en pacientes
con PET/HAM comparado con los controles sanos. Adicionalmente, se realizé un analisis
de la correlacion existente entre las células TCD4'IFN-y" y las células TCD4"IL-4", este
no presento diferencias significativas entre los grupos de estudio, lo que indica que las
proporciones de IFN-y e IL-4 en pacientes y controles son equivalentes. Por otra parte,
en los linfocitos TCD8" no hubo diferencias en cuanto a la produccion de IL-4, este
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resultado concuerda con los hallazgos de Furuya et al. (1999). Ochi et al. (2001) y Santos
et al. (2004), en donde se analiz6 la produccion de IL-4 en linfocitos TCD4" y TCD8"
determinando que no existia una diferencia exacerbada de esta citoquina en pacientes
en comparacion con los controles sanos. En conclusién, el presente estudio, asi como
los anteriores reportes de la literatura indican que la IL-4 no presenta un rol esencial en
la PET/HAM.

La estimulaciéon de células T conduce a la expresion de moléculas conocidas como
marcadores de activacion, entre estas la expresion de HLA-DR, la cual se expresa
después de la activacion via presentacion antigénica (Salgado et al., 2002). Por otro lado,
la estimulacion antigénica cronica promueve acumulacion de células T antigeno
especifico que se caracterizan por tener teldbmeros acortados, pérdida de CD28 y/o
expresion de CD57. La molécula CD57 juega un papel importante como marcador
asociado a activacién inmune cronica en diversas enfermedades o afecciones (Strioga et
al., 2011). Con el fin de conocer el perfil de activacién y senescencia de los linfocitos
CD4" y CD8" en pacientes con PET/HAM, se cuantificaron los fenotipos CD4"HLADR®,
CD4'CD57%, CD8'HLADR" y CD8'CD57", sin embargo, no se evidencio diferencia
significativa entre ninguno de ellos.

En 1990 se obtuvieron los primeros resultados en los que de indicaba que la expresion
de HLADR e IL2R en células T CD4" y CD8", se elevaba en pacientes con PET/HAM en
comparacion con controles sanos (Jacobson et al., 1990). En cuanto a la expresiéon de
HLADR en células TCD8", se demostré que los linfocitos CD8 Tax™ de pacientes con
PET/HAM expresaban el antigeno HLADR en mayor proporcion que las de personas
sanas (Greten et al., 1998; Brito-Melo et al., 2004). Nagai et al. (2001) Reportaron que el
porcentaje de células positivas para HLADR en células CD8"" totales de pacientes con
PET/HAM fue significativamente mayor en comparacion con los controles sanos.

Referente a la expresion de HLADR en linfocitos TCD4", Michaélsson et al. (2008),
investigaron la expresion de Ki-67, HLADR y CD38 en células T CD4" en PBMC de
donantes sanos (Control), pacientes infectados con HTLV-1 clinicamente asintomaticos
(HTLV) y personas con PET/HAM. El analisis de los resultados mostré que los pacientes
PET/HAM tenian mayor frecuencia de células TCD4Ki-67" en comparacion con los
pacientes asintomaticos o los donantes de control. Ademas, los pacientes PET/HAM
presentaron un aumento en la frecuencia de las células TCD4"HLADR" en comparacion
con los controles, mientras que no se observo diferencia estadisticamente significativa
en la frecuencia de células TCD4"CD38".

Otros estudio han mostrado resultados contradictorios sobre la identificaciéon de
moléculas activadoras, en los que por ejemplo, la proporcion de linfocitos CD8"HLADR"
en pacientes HTLV-I positivos asintomaticos, en comparacion con los controles sanos,
no tuvo diferencias significativas, mientras que los linfocitos TCD4"HLADR" si (Coutinho
etal., 2014). De manera contraria, el estudio de Brito-Melo et al., (2004), realizé el analisis
de células CD4'HLADR® y CD8'HLADR" en individuos PET/HAM positivos (PH),
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individuos HTLV-l positivos asintomaticos (AS), individuos HTLV-l positivos
oligoasintomaticos (OS) y donadores sanos (DS), utilizando dos cohortes por grupo. Los
resultados mostraron que el grupo PH tuvo un nivel de CD8"HLADR" significativamente
mayor que todos los otros grupos evaluados. Respecto a las células CD4"HLADR?, los
autores observaron mayor expresion en los individuos AS que en los DS, pero esta
caracteristica fenotipica no fue reproducible en la segunda cohorte, en la que el nivel de
células CD4"HLADR" no tuvo cambios significativos entre los grupos (Brito-Melo et al.,
2004). Por ultimo, un estudio realizado en linfocitos CD4"CD25"HLADR" en pacientes
PET/HAM y controles sanos, mostro que no hubo diferencias significativas en la
expresion de HLADR entre ellos (Yamano et al., 2005).

Sobre la frecuencia de células T en senescencia que expresan el marcador CD57 no se
encontré diferencia entre los grupos estudiados. En infecciones virales créonicas como
VIH, CMV, EBV, virus de la hepatitis C y parvovirus se ha reportado un exacerbado
incremento de linfocitos TCD577, lo cual se correlaciona con la progresion a enfermedad
y caida de la respuesta inmunoldgica (Labalette et al., 1994; Manfras et al., 2004; Isa et
al., 2005; Le Priol et al., 2006; Petrova et al., 2006). En la PET/HAM se reporta mayor
frecuencias de linfocitos TCD57" comparado con los asintomaticos infectados y controles
sanos (Al-Fahim et al., 1999). En el presente trabajo, los resultados obtenidos en la
cuantificacion de CD57 no presentaron una diferencia significativa con respecto a los
controles, es importante resaltar que, durante el desarrollo de la practica experimental,
se realizdé un cambio en el marcador debido a que el inicial se agotd, esto pudiese haber
interferido en los resultados. Otro aspecto que pudo haber afectado el resultado del
porcentaje de células TCD57" es la edad de los pacientes y controles, ya que la mayoria
superaban los 45 afos, y se ha relacionado que a mayor edad, mayor expresion del
marcador (Ferrando-Martinez et al., 2011). En conclusion, y debido a que en nuestro
estudio no se presentaron diferencias significativas entre los grupos analizados, esta
caracteristica fenotipica no puede ser considerada de utilidad diagnéstica o pronostica
dentro de nuestro grupo de pacientes, sin embargo, estudios de mayores dimensiones
deberan ser realizados para aclarar el papel de la expresion de las moléculas HLADR y
CD57 en las células de la respuesta inmune en la PET/HAM.

CONCLUSIONES

Al comparar el porcentaje de células T reguladoras en pacientes y controles, no se
evidencio diferencias significativas en el fenotipo CD4*CD25"FOXP3", lo que contrasta
con los resultados reportados por diversos autores, por lo que es importante indagar mas
en el comportamiento de este linaje celular a través de nuevas investigaciones.

Los resultados de la cuantificacion de las subpoblaciones CD4*CD25"CD73" vy
CD4*CD25"DPI* no presentaron diferencias significativas, por lo que se podria afirmar
que no guardan una estrecha relacién con la PET/HAM.

En cuanto al porcentaje de células B reguladoras, se observo una diferencia significativa,
en donde los pacientes presentaron menor cantidad de células con el fenotipo
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CD19*CD24"CD38" en relacién a los controles. De manera interesante, los resultados
del presente estudio son el primer reporte en la literatura sobre el comportamiento de
este fenotipo celular en la PET/HAM, lo que ha coincidido con lo reportado para otras
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso, hepatitis B y esclerosis multiple, sin
embargo se requieren realizar estudios mas detallados.

Respecto a la produccién de IFN-y, en ambos subtipos celulares (TCD4 y TCD8), los
resultados obtenidos mostraron diferencias significativas, siendo mayor la expresién en
pacientes en relacién a controles, confirmando lo reportado por otros autores.

La produccion de IL-4 en linfocitos TCD4" fue significativa siendo mayor en pacientes,
por lo cual las proporciones de IFN-y e Il-4 se mantienen, sin embargo existe un
predominio de IFN-y lo cual se correlaciona con la enfermedad. En linfocitos TCD8" no
hubo diferencia significativa.

En cuanto a la activacion y senescencia celular, no se observo diferencia significativa, es
posible que su actividad no esté relacionada directamente con la patologia de la
enfermedad.

RECOMENDACIONES

Es importante incrementar el tamafio de muestra para futuras investigaciones, ya que los
resultados expuestos en el presente trabajo pueden mostrar una posible tendencia en el
comportamiento de los subtipos celulares, sin embargo, no se puede generalizar estos
datos al desarrollo y progresion de la enfermedad. El aumento del tamafio de muestra
permitiria realizar analisis estadisticos con mayor detalle y con ello contribuir postulando
blancos especificos a tratar durante el desarrollo de la PET/HAM.

Se sugiere para proximos estudios tener en cuenta el suministro de medicamentos desde
la deteccidn de la patologia, ya que esto pudiese incidir en la veracidad de los resultados,
puesto que generalmente la patologia se asocia al consumo de anti inflamatorios.

Seria interesante realizar estudios donde se clasifiquen los pacientes, con el fin de
diferenciar aquellos con diagndstico inicial, tratamiento, progresion de la enfermedad y
tiempo de padecimiento, ademas de esto, se sugieren incorporar estudios de
funcionalidad celular que complementen estudios netamente descriptivos como este.
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ANEXOS

ANEXO A. Consentimiento informado
INFORMACION PARA PACIENTES Y FORMATO DE CONSENTIMIENTO

Introduccion

Investigadores del Grupo de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas y del
Departamento de Patologia de la Universidad del Cauca estan realizando un estudio para
evaluar algunas moléculas y tipos de células que se producen durante la infeccion por el
virus HTLV-1 y que podrian estar participando del desarrollo de paraparesia espastica
tropical asociada al virus HTLV-1. Este estudio esta apoyado por la Universidad del
Cauca y sera realizado en el Grupo de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas —
Departamento de Patologia de esta misma universidad

Porque lo estamos invitando a participar

Lo estamos invitando a participar en este estudio porque usted ha sido diagnosticado con
paraparesia espastica tropical o tiene un resultado positivo que demuestra la infeccion
por HTLV-1.

Propésito

El propdsito de este estudio es evaluar algunas moléculas y tipos de células que se
producen durante la infeccion por el virus HTLV-1 y que podrian estar participando del
desarrollo de paraparesia espastica tropical asociada al virus HTLV-1.

Participacion
Usted es libre de participar o no en el estudio. Si usted decide no participar, no habra
discriminacion alguna para usted y no se vera afectada la atencibn médica que usted

recibe como tratamiento de la enfermedad que padece. Si usted decide participar, le
pediremos hacer lo siguiente:

e Responder algunas preguntas relacionadas con su historia médica, su ocupacion, sus
habitos, el diagnodstico de su enfermedad, el tiempo de evolucion, etc.

e Autorizar que le tomen una muestra de sangre, de acuerdo al estado general que usted
presente, de maximo 15ml.

e Acceder a que se realice un examen fisico completo por parte de los investigadores y
gue nos permita acceder a su historia clinica.

Las muestras obtenidas solo podran ser usadas para este estudio que se desarrollara en

el Laboratorio de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad del Cauca
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y no podran ser usadas para posteriores estudios. Sus muestras no seran enviadas fuera
del pais y no seran sometidos a manipulacion genética ni procedimientos fuera de la ley
y no considerados dentro del estudio.

Costos

No se le cobrara ningun dinero por participar en este estudio. Los costos del
procesamiento de las muestras de sangre para los analisis mencionados en el proyecto
seran cubiertos por el estudio.

Beneficios

Usted no recibira ningun beneficio a corto plazo; sin embargo, el estudio podria ayudar a
aclarar lo que ocurre en esta enfermedad y por lo tanto ser de utilidad a personas que en
el futuro la presenten.

Riesgos

La toma de las muestras de sangre puede doler un poco. Puede salirle un morado,
sangrar o, raras veces infectarse en donde se hizo el procedimiento. Limpiaremos la piel
donde se colocara la aguja para tomar la sangre. Esto disminuye el riesgo de infeccién.
La cantidad total de sangre que tomaremos (maximo 15mL) equivale a menos de una
cucharada. El riesgo para la salud que conlleva la obtencion de esta cantidad de sangre,
no es distinto al riesgo de obtener una muestra de sangre para cualquier otro tipo de
examen. Si usted necesita tratamiento como resultado de su participacion en el estudio,
usted no tendra que pagar por él.

Derechos

Usted es libre de rehusar a participar en el estudio ahora o retirarse en una fecha
posterior, sin afectar los servicios médicos que usted recibe o a los cuales usted tendria
derecho.

Confidencialidad

Guardaremos privacidad acerca de los registros y/o resultados que puedan identificarlo
a usted hasta donde nos lo permita la ley. Ni sus registros ni sus muestras seran
marcados con su nombre y solo seran identificadas con un codigo del estudio. Los
investigadores que participen en este estudio podran ver ese codigo pero no su nombre.
Su nombre tampoco aparecera en ningun informe de este estudio. Toda la informacion
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que se origine a partir de este estudio sera mantenida bajo llave (hasta por 10 afos) y
solo los investigadores del proyecto podran acceder a ella.

Compensacioén

Usted no recibira compensacion economica (dinero) por participar en este estudio.

Obligaciones

Su participacion en el proyecto es unicamente en la toma de muestra y en ayudarnos a
completar una encuesta que le hara uno de los investigadores. Dado que el procedimiento
de la toma de la muestra de sangre representa un riesgo minimo para su salud, no
requiere de seguimiento alguno, a menos que se presente algun problema de salud
relacionado con la extraccion de la sangre.

Divulgacion

Los resultados de este estudio seran socializados en eventos académicos relacionados
con el tema y seran ademas sometidos para publicacion en una revista relacionada con
el tema.

Personas a contactar

Si tiene preguntas adicionales o alguna queja con respecto al estudio puede hacérselas
a Nancy D Marin A y Julio C Klinger en el Grupo de Inmunologia y Enfermedades
Infecciosas de la Universidad del Cauca (teléfono 8209875).

Aceptacion

Certifico que he leido y entendido los términos del presente consentimiento y acepto, de
manera voluntaria, participar en él haciendo una donacién de 3 ml de sangre y
permitiendo el acceso a la biopsia que ya me fue tomada.
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PARTICIPANTE (MI HUELLA DACTILAR FRENTE A MIS DATOS):

Mi nombre:

Mi cédula de ciudadania:

Mi direccién permanente:

Mis teléfonos, para contactarme:

Mi correo electronico:

TESTIGO :

Observé el proceso de consentimiento. El potencial participante leyo este formato (o le
ha sido leido), tuvo oportunidad de hacer preguntas, estuvo conforme con las respuestas
y firmo (o coloco su huella digital) para ingresar al estudio.

Nombre del testigo:

Cédula de ciudadania:

Direccion permanente:

Teléfonos, para contactarme:

Correo electronico:

Una Copia de este documento le sera entregado a usted.
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ANEXO B. Formato de encuesta

INFORMACION DE PACIENTES EN LAS INVESTIGACIONES

Fecha Lugar y fecha de nacimiento
Edad (anos) Sexo Documento de identidad
Grupo sanguineo Afiliacion a salud Teléfono

Direccidn de residencia

actual

Correo electrénico

En qué lugares ha habitado anteriormente

Ocupacion Estrato socioecondmico
Estado civil: Soltero Union estable Otro
Escolaridad: Ninguna Primaria Secundaria Técnica Universitaria

ANTECEDENTES MEDICOS
ANTECEDENTES FAMILIARES:

Algun familiar cercano (padres, hermanos, tios, primos) ha sufrido alguna enfermedad:
s De la cabeza o los nervios Si No

s Del corazon o presion alta Si No
i Del pulmon Si No

i Del estdbmago o intestino Si No
s De los rifiones Si No

i Cancer Si No

ANTECEDENTES PERSONALES:

Antecedente de Lactancia Materna Si No

Fuma Si No Cuantos por semana?

Consume alcohol Si No Cuanto por semana?

Consume sustancias alucindgenas? __ Cual Cuanto por
semana

Ha donado sangre anteriormente Si No Hace cuanto

Convive con animales? Si No Cuales
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Ha estado expuesto a toxicos (fumigantes, metales pesados) Si No ,
Cuales

Ha estado hospitalizado, bajo tratamiento médico o le han realizado alguna cirugia?

Cual?

Cuando?
Alguna vez ha recibido transfusion sanguinea, trasplante de érganos, tejidos u hormona
del crecimiento? Si No Hace

cuanto?
En el ultimo mes, ha tomado algun medicamento Si No Cual
Se ha sentido bien de salud en las ultimas dos semanas? Si No

Las siguientes preguntas tienen que ver con su historia sexual. Por favor, siéntase libre
de no responder si no se siente cobmodo:
Edad de inicio de relaciones sexuales

HALLAZGOS POSITIVOS AL EXAMEN FiSICO GENERAL:

Peso: Talla: IMC: FC: TA:
FR: Temperatura:

HALLAZGOS POSITIVOS AL EXAMEN NEUROLOGICO:

Fuerza
Sensibilidad superficial
Sensibilidad profunda
Tono muscular Trofismo
Reflejos osteotendinosos
Signos cerebelosos
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Pares craneanos : | 1 1l

\Y \Y VI

VI
VI IX X

Xl Xl

Signos meningeos

OBSERVACIONES

Nombre del Investigador(es) que realizé la encuesta
1.
2.
Fecha:
Ciudad y lugar:
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ANEXO C. PROTOCOLO HTLV-1 INTEGRADO

1. Los materiales, equipos y reactivos se representan en la tabla 0.1

REACTIVOS
MATERIALES EQUIPOS
Soluciones Marcadores
tubos falcon de 15 | Pipeta 1000 ul PBS 1X CD4 PECyS
ml
Pipeta 200ul Azul de tripano CD4 FITC
tubos falcén de 50 )
ml Pipeta 10 ul PMA auna CD25 PECyS
) concentracion final de
tubos de centrifuga Ceqlnfuga 40ng/ml CD38 PECy3
refrigerada
pipetas Pasteur - . lonomicina DP1 APC
ICroscopio concentracion final
Puntas para pipeta C d b lug/ml CD73 PE
de 10 ul, 200 ul y amara de neubauer ——
1000 ul incubadora Suero 2%
INF-y FITC
Gradilla para tubos | 41404 de flujo Paraformaldehido 4%
laminar . [L-4 PE
Tubos eppendorf Medio RPMI
CDI19 PE
Plato de cultivo Ficoll
CD38 PECyS
Brefeldina
concentracion final CD24 ALEXA
10ug/ml FLUOR 647
H,O HLA-DR PE
Buffer permeabilizarte | CD8 PECyS
b
ebroscrenee CD57 PE
Tabla 0.1
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2. CONDICIONES Y CANTIDADES DE MARCADORES Las condiciones para cada
tubo se observan en la tabla 1.

CONDICIONES
1 2 3 4 5
CITOQUINAS
Células CD8 PECyS | CD4 PECy5 | CDS8 PECy5
CD4 PECy5 (3ul) (3ul) + (3ul) +
(3ul) INF-y FITC [ INF-y FITC
(3ul) + (3ul) +
IL-4 PE IL-4 PE
(5ul) (5ul)
6 7 8
T CD4 FITC CD4 FITC CD4 FITC
REGULADORAS (Sul)+ (Sul)y+ (Sul)+
Treg CD25 PECyS CD25 PECyS5 CD25 PECyS
(5ul) (Sul)+ (Sul)+
FOX P3 PE CD73 PE
(4ul) (3ul) +
DPI APC
(3ul)
9 10
B
REGULADORAS células CD19 PE (5ul) + CD38 PECyS (3ul) + CD24 ALEXA FLUOR
Breg 647 (3ul)
11
CD4 FITC (5ul) + HLADR PE (5ul) + CD8 PECyS5 (3ul)
T ACTIVACION 12
CD4 FITC (5ul) +CD57 PE (5ul) + CD8 PECyS5 (3ul)

1. Marcar los tubos respectivos

2. Extracciéon mononuclear

DIA 1.

2.1 Tomar la muestra en un tubo con heparina (+ - 7ml sangre).

2.2 Diluir la sangre con PBS 1X (1:1) en tubo de falcén de 50mL.

Tabla 1.

2.3 En un tubo falcon de 15ml, adicionar 3ml de ficoll y 7ml de sangre + PBS (dilucion del
paso 2). * verter la sangre lentamente con una pipeta pasteur manteniendo el tubo

inclinado
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2.4 Centrifugar 30 minutos, temperatura ambiente, 2500 rpm *frenar lento

2.5 Con pipeta pasteur, retirar la capa de mononucleares y depositarla en un tubo falcon
d15 ml

2.6 Lavar dos veces. *antes de lavar re suspender 2.6.1 Lavar 5 minutos, temperatura
ambiente, 1500 rpm, 10ml PBS

2.6.2 Lavar 5 minutos, 4°C, 1500 rpm, 10ml PBS *reconstituir el medio RPMI con suero
al 5% *realizar esta solucidn mientras se realizan los lavados del paso

2.6 3. Dejar las células en medio (6 ml) a 4°C hasta el dia 2. *la viabilidad celular
aproximada de 48 horas. Reconstituir el medio RPMI con suero al 5% *realizar esta
solucién mientras se realizan los lavados del paso

2.6 3.1 Reconstituir ionomicina y PMA teniendo en cuenta las condiciones de la tabla 2.

Solucion Concentracidén inicial Concentracion Concentracion final
Solucion intermedia

10 mg/ml 100ug/ml lug/ml
1onomicina
25mg/ml 500ug/ml 10ug/ml 40ng/ml
PMA
Tabla 2.
DIA 2

4. CONTEO DE VIABILIDAD CELULAR

4.1 Agregar 90ul azul de tripano y 10 ul de células (10:1) *si es necesario diluir (5:1)
4.2 Contar en la camara de neubauer (10 ul de la solucién 6.1)

4.3 Determinar el numero de células por ml

4.3.1 # células totales en los 4 cuadrantes x factor de dilucion x 10.000/4

5. CITOQUINAS

5.1 para cada tubo debemos dejar 1x106 células en 500ul de medio de estimulo (PMA e
lonomicina)

5.2, incubar 1 hora a 37°C 5.3 Reconstituir brefeldina teniendo en cuenta las condiciones
de la tabla 3.
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solucion Concentracion concentracion Concentracion final
inicial Solucion intermedia

Brefeldina 10mg/ml 200 ug/ml 10 ug/ml

Tabla 3.

5.4 adicionar brefeldina a cada tubo, incubar 4 horas a 37°C

5.5 Lavar 5 minutos, 4°C, 1500 rpm, 1ml PBS 1X *descartar sobrenadante PARA TODOS
LOS TUBOS

6. preparar solucion bloqueo 2% (PBS + suero 2%) . a. agregar 200 ul de solucién bloqueo
a cada tubo durante 15 minutos, a 4°C

7. Agregar 500 ul PBS, 5 minutos, 4°C, 1500 rpm *descartar sobrenadante

8. adicionar 100 ul de PBS 1X + anticuerpos teniendo en cuenta las cantidades y
condiciones descritas en la tabla 1. Durante 30 minutos a 4°C.

9. Agregar 500 ul PBS 1X, 5 minutos, 4°C, 1500 rpm *descartar sobrenadante

10. FIJACION 10.1 A todos los tubos adicionar 200ul de PBS+ 200ul de paraformaldehido
durante 15 minutos a 4°C.

10.2 lavar dos veces (agregar 500 ul PBS, 5 minutos, 4°C, 1500 rpm *descartar
sobrenadante)

11. PERMEABILIZACION PARA LOS TUBOS 4,5Y 7

4: células + CD4 PECy5(3ul) + IL-4 PE (5ul) + IFN FITC(3ul)

5: Células + CD8 PECy5(3ul) + IL-4 PE (5ul) + IFN FITC(3ul)

7: células + CD4 FITC (5ul) + CD25 PECy5(5ul) + FOX P3 PE(3ul)

11.1 preparar solucion permeabilizante (buffer permeabilizante + H 20, proporcion 1:9)
*preparar solucion permeabilizante unicamente antes de adicionar

11.2Adicionar 300 ul de permeabilizaste y lavar 5 minutos, 4°C, 1500 rpm *descartar
sobrenadante

11.3 Adicionar 100 ul de permeabilizaste a los tubos 4, 5y 7 y agregar las respectivas
cantidades de anticuerpo descritas en la tabla 1., 1hora y 30 minutos a 4°C y oscuridad

12. Transcurrida el tiempo, los tubos permeabilizados se deben lavar 5 minutos, 4°C,
1500 rpm, 1 ml PBS *descartar sobrenadante
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13. adicionar 200ul de PBS a los tubos y dejar a 4°C hasta lectura en el clitometro. NO
PERMEABILIZADOS

14. adicionar 200ul de PBS a los tubos no permeabilizados indicados por la humeracién
y dejar a 4°C hasta realizar la lectura en el clitbmetro.

DIA 3.

15. Lectura en el clitbmetro de flujo en el orden indicado en la tabla 1.

CONDICIONES PANEL DE CITOMETRIA

1 2 3 4 5
CITOQUINAS
Células CD8 PECyS | CD4 PECy5 | CD8 PECy5
CD4 PECyS5 (3ul) (3ul) + (3ul) +
(3ul) INF-y FITC | INF-y FITC
(3ul) + (3ul) +
L4 PE IL-4 PE
(5ul) (5ul)
6 7 8
T CD4 FITC CD4 FITC CD4 FITC
REGULADORAS (Sul)+ (Sul)+ (Sul)+
(Treg) CD25 PECy5 | CD25 PECyS CD25 PECyS5
(Sul) (Sul)+ (Sul)+
FOX P3 PE CD73 PE
(4ul) (3ul) +
DPI APC
(3ul)
9
B REGULADORAS
(Breg) CD19 PE (5ul) + CD38 PECyS (3ul) + CD24 ALEXA FLUOR
647 (3ul)
10
CD4 FITC (5ul) + HLADR PE (5ul) + CD8 PECyS5 (3ul)
T ACTIVACION 11
CD4 FITC (5ul) +CD57 PE (5ul) + CD8 PECyS5 (3ul)

Tabla 1.
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ANEXO D. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de pacientes con PET/HAM

positivos y PET/HAM negativos.

PET/HAM
POSITIVOS

(n=9) n (%)

PET/HAM
NEGATIVOS

(n=10) n (%)

MASCULINOS

FEMENINOS
MEDIANA DE EDAD Y RANGO

RESIDENCIA URBANA

RURAL

*ICM (KG/M2) NORMAL
BAJO PESO
SOBREPESO
OBESIDAD

ANT LACTANCIA MATERNA
USO DE DROGAS IV
ANTEC. DONACION SANGRE

ACTIVIDAD HOMOSEXUAL

ANTEC. TRANSFUSION

SINTOMAS NEUROLOGICOS PARAPARESIA
ESPASTICA MI

PARESTESIAS MI ~

ALTERACIONES EN
MARCHA
SIGNO DE BABINSKI

NORMOTONIA Mi
HIPERTONIA MI
HIPOTONIA MI
HIPORREFLEXIA MI

HIPERREFLEXIA MI

CON O SIN CLONUS

SIGNOS

CEREBELOS

ALT PARES

CRANEALES
SINTOMAS UROLOGICOS INCONTINENCIA

DISFUNCION
ERECTIL

5 (55.6)

4 (44.4)
58.8 (32-79)

4 (44.4)

5 (50)

5 (50)
62 (27-80)

6 (60)

*ICM: indice de masa corporal; **MI: miembros inferiores
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