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Objetivo

Analizar si existe relacion entre los valores plasmaticos
del factor de necrosis tumoral (TNF-0) y la molécula de
adhesion intercelular circulante tipo 1 (cICAM-1) con va-
lores de carga viral plasmatica (CV) en nifios infectados
verticalmente por el VIH.

Pacientes y métodos

Estudiamos 44 nifios VIH-1 y un grupo control de 38 ni-
fios no infectados por el VIH-1. Las subpoblaciones celu-
lares se realizaron por citometria de flujo, las concentra-
ciones de TNF-o. y cICAM-1 se cuantificaron por técnicas
de enzimoinmunoanalisis y la CV se cuantific6 mediante
un analisis molecular estindar comercial.

Resultados

Los nifos infectados por el VIH-1 presentaron valores
significativamente mas altos de TNF-o. y cICAM-1 que los
nifos del grupo control. Dividimos a los nifios VIH-1 se-
gun los valores de CV. Los nifios VIH-1 con CV mayor
de 50.000 copias/ml produjeron mas TNF-o (12,83;
IC del 95%: 24,71-0,95 pg/ml) y cICAM-1 (248,94; IC del
95%: 419,01-78,84 ng/ml) que los nifios VIH-1 con CV in-
ferior a 50.000 copias/ml, de tal forma que se producia un
incremento de 6,57 pg/ml de TNF-o y de 119,97 ng/ml de
cICAM-1 por cada log,, de CV.

Conclusiones

Nuestros datos indican que a medida que en el plasma
de los nifios VIH-1 se incrementan los valores de CV tam-
bién se incrementan los valores de TNF-o y cICAM-1.

Palabras clave:
VIH. Niiios. Carga viral. TNF-0.. cICAM-1.

RELATIONSHIP BETWEEN HIGH PLASMA VIRAL
LOAD AND LEVELS OF TNF-A AND CICAM-1 IN
VERTICALLY HIV-1 INFECTED CHILDREN

Objective

To assess the relationship among plasma TNF-o. and
cICAM-1 levels and plasma viral load (VL) in HIV-infected
children and to compare these values with those of
healthy non-HIV infected children.

Patients and methods

We studied 44 HIV-infected children and 38 non-HIV-
infected children. The VL was quantified using standard
molecular assay. CD4 and CD8 lymphocyte subpopula-
tions were determined by flow cytometry. TNF-o. and
cICAM-1 were quantified using commercially available
specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results

Levels of TNF-o. and cICAM-1 were higher in HIV-infect-
ed children than in non-HIV infected children. HIV-
infected children with VL > 50000 copies/ml had higher
levels of TNF-a (12.83; 95% CI: 24.71 to 0.95 pg/ml) and
cICAM-1 (248.94; 95% CI: 419.01 to 78.84 ng/ml) than
HIV-infected children with VL < 50000 copies/ml. Inter-
estingly, we found an increase of 6.57 pg/ml of TNF-o. and
119.97 ng/ml of cICAM-1 levels for each log,, of VL.

Conclusions

HIV-infected children had higher levels of TNF-a. and
cICAM-1 than healthy controls. Our data indicate a positive
correlation among plasma TNF-a and cICAM-1 and VL levels.
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INTRODUCCION

La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana tipo 1 (VIH-1) en el organismo provoca una pér-
dida progresiva del nimero de células CD4* en sangre
periférica y en tejido linfoide®. Los defectos funcionales
celulares incluyen fallos en la proliferacién y en la pro-
duccion de citocinas como respuesta a los antigenos co-
munmente encontrados y la anergia para la hipersensi-
bilidad retardada en la piel® y pueden ser cuantitativos
y/o cualitativos. El efecto principal es una profunda de-
ficiencia inmune acompanada de una activacién crénica
de las células CD4*, CD8* y monocitos?>, que limita la
capacidad del huésped para proveer defensas contra pa-
togenos oportunistas potenciando la propagacion del
VIHO.

Existen citocinas que pueden incrementar la replica-
cién del VIH-1 pudiendo influir en el curso de la enfer-
medad®. El factor de necrosis tumoral (TNF-a) se en-
cuentra frecuentemente elevado en la infeccién por el
VIH y se correlaciona con una carga viral plasmatica
(CV) alta. Ademas, los valores de TNF-o0 aumentan con
la progresion de la enfermedad” !, El TNF-o induce la
replicacion del VIH mediante la activacion del factor nu-
clear NF-kB, que se une al LTR del VIH aumentando su
transcripcion'? 4, De esta manera, la infeccion por el
VIH esta asociada con una profunda distorsién de la ho-
meostasia inmune. La molécula de adhesion intercelular
tipo 1 (ICAM-1) se expresa en células inmunes (células
T, células B, monocitos y células dendriticas) y no in-
munes (células endoteliales y fibroblastos)!> y es indu-
cible por citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-16
durante procesos inflamatorios y degenerativos!®. En in-
dividuos adultos!”-18 nifos!® y pacientes con procesos
malignos se han encontrado valores en plasma altos de
la molécula de adhesién intercelular circulante tipo 1
(cICAM-D®.

Hemos realizado un estudio para determinar si existe
asociacion entre la replicacion del VIH, cuantificada por
la CV, y la concentracion en sangre de las moléculas
TNF-o (implicada en aumentar la replicacion viral en cé-
lulas T) y cICAM-1 (molécula que es inducida por cito-
cinas proinflamatorias).

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Realizamos un estudio transversal con cardcter retros-
pectivo en 44 ninos infectados verticalmente por VIH-1
que acudieron a la consulta de Inmuno-Pediatria del
Hospital General Universitario Gregorio Maranén de Ma-
drid. Estudiamos el nimero y el porcentaje de células T
CD4*, T CD8*, cociente CD4/CD8, CV, TNF-a. y cICAM-
1. Los 44 ninos se diagnosticaron como infectados utili-
zando métodos de deteccion directa del VIH previa-
mente descritos (ADN-PCR vy cultivo vira)?°. Como gru-
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po control se utilizaron 38 nifios sanos no VIH con una
edad equivalente procedentes de la consulta de inmuno-
pediatria. En todos los casos se obtuvo consentimiento
de los padres o representantes legales para la realizacion
del estudio.

Extraccién y procesamiento del plasma

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopun-
cién en tubos con anticoagulante EDTA y los plasmas se
separaron durante la primera hora tras la extraccién por
centrifugacion. El plasma se congel6 directamente a
—70 °C después de su separacion.

Cuantificacién de ARN viral por RT-PCR

La CV se cuantificé usando un ensayo comercial (Am-
plicor-HIV MonitorTMTest, Roche Diagnostic Systems,
Branchburg [Nueva Jerseyl, EE.UU.), aprobado por la Fe-
deral Drug Administration (FDA)?0.

Andlisis de subpoblaciones celulares

Se analizaron las subpoblaciones de células T de sangre
periférica por inmunofluorescencia directa utilizando anti-
cuerpos monoclonales de la serie T y citometria de flujo
(FACScan, Becton-Dickinson, San José C.A., EE.UU.)%.

Ensayo de produccién de citocinas

Se cuantificé la produccion de citocinas en los sueros
por técnicas de enzimoinmunoanalisis (ELISA) comer-
ciales. Los ELISA fueron realizados de acuerdo con las
instrucciones del fabricante: TNF-o. (Innogenetics, Ha-
ven, Zwijnaarde, Bélgica), cICAM-1 (Bender, MedSys-
tems, Vienna, Austria). Las concentraciones de citocinas
fueron medidas por duplicado.

Analisis estadistico

Los valores de linfocitos CD4* y CD8* se expresaron
en porcentaje y en células/ul. En todos los analisis, los
valores de CV se transformaron en logaritmo base 10 pa-
ra normalizarlos.

Medimos la asociacién entre variables utilizando el
analisis paramétrico de correlacion de Pearson. Para cal-
cular la pendiente usamos el andlisis de regresion lineal
(coeficiente de regresién) entre el log,, de la CV y las
concentraciones de TNF-a y cICAM-1, ajustando por el
nimero de células/pl CD4* y CD8*. Las diferencias en-
tre los distintos grupos de nifilos VIH-1 y controles sanos
se calcularon por un analisis de regresion lineal maltiple
ajustado por el nimero de células/ul CD4* y CD8*.

RESULTADOS

Caracteristicas generales de la poblacién
de estudio

Hemos evaluado las concentraciones de CD4*, CD8™,
CV, ICAM y TNF-a, en sangre periférica de 44 nifos



Correlacion entre carga viral elevada y concentraciones de TNF-o y clCAM-1 en el plasma de nifios infectados por el VIH-1

TABLA 1. Caracteristicas inmunolégicas
y virologicas de los 44 nifios VIH y de los
38 nifios del grupo control sano no VIH

Lt L0 oot s
N.° de nifios 30 14 38
Tratamiento
Si 18 (60%) 11 (78,6%) =
No 12 (40%) 3 (21,4%) -
Estadio inmunolégico segin CDCP
<15% T CD4* 1(3,3%) 2 (14,3%) =
15-25% T CD4* 2 (6,7%) = =
> 25% T CD4* 27 (90%) 12 (85,7%) =
Estadio clinico segin CDCP
A 12 (40%) 2 (14,3%) =
B 12 (40%) 3 (21,3%) -
© 6 (20%) 9 (64,3%) =
Edad (afios) 581 0,70 295+083 2,89 + 0,49
(0,08-13) (0,17-11) (0,08-12)"
Linfocitos T
% T CD4* 2235 +228 1585 + 3,16 42,08 +1,38
1-41) (1-3D) 7-57)
% TCD8* 3533 + 2,35 28,57 £ 4,05 18,60 + 0,92
(4-56) (5-52) (8-29)"
T CD4*/ul 853 + 191 690 + 206 2.387 + 230
(10-5.368) (9-1.964)  (1.028-4.975)"
T CD8+/ul 1.165 £ 206  1.049 + 226 986 + 88
(1-4.945) (131-2.830) (426-2.150)
CD4/CD8 0,71 £0,09 0,62 +0,13 2,57 0,17
(0,03-2) 0,0317)  (1,08533)

Los valores estin expresados como media * error estindar minimo-maximo
(EEM) y en nimero absoluto (%).

*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001) del grupo de ninos de
control sano respecto a los dos grupos de ninos VIH*.CV: carga viral; CDCP:
Center for Diseases Control Prevention; A: asintomatico; B: sintomas
moderados; C: sintomas de enfermedad grave o sida.

VIH-1* en estadios A, By C de la CDC?L. Se estudian los
diferentes parametros virolégicos e inmunolégicos se-
gin el valor aproximado del percentil 75 de CV cuyo
punto de corte es 50.000 copias/ml. El grupo VIH de es-
tudio y el grupo control se describen en la tabla 1.

Relacion de CV plasmatica con TNF-o y cICAM-1
Estudiamos las concentraciones plasmdticas de TNF-o
y cICAM en los dos grupos de ninos y encontramos con-
centraciones plasmadticas significativamente mas altas de
TNF-o y cICAM-1 en los nifios VIH que en los controles
sanos. Al analizar si existia relacion entre las concentra-
ciones plasmaticas de TNF-ot y cICAM-1 y el marcador
virologico CV, realizando un andlisis de regresion lineal
ajustado por el nimero de células CD4* y CD8*, encon-
tramos coeficientes de regresién de signo positivo y es-
tadisticamente  significativos para TNF-a. (6,57 [IC del

TABLA 2. Resumen de las diferencias en TNF-o y
cICAM-1 en los 44 nifios VIH (segtin el punto
de corte de carga viral 50.000 copias/ml)

y 36 controles sanos no VIH ajustado por el
nimero de linfocitos T CD4* y T CD8*

CV <50.000 CV >50.000 Control
copias/ml copias/ml sano

cICAM-1 (ng/ml) 507,3 + 30,8 728,1 + 110,5P4 294,8 + 17,1

(260-840) (280-1.560) (160-630)
TNF-a. (pg/ml) 236 + 3,60 34,1 +4,6Pc 49 +0,9P
(0-103) (0-64) (0-22)

Los valores estan expresados como media + error estindar minimo-maximo
(EEM). TNF-ai: factor de necrosis tumoral tipo alfa; cICAM-1: molécula de
adhesion intercelular circulante tipo 1. CV: carga viral (copias/ml). Diferencias
con el grupo control sano: *p < 0,05; Pp < 0,01. Diferencias entre los dos
grupos de ninos VIH* divididos segin carga viral: <p < 0,05; 9p < 0,01.

95%: 1,04-12,1; p = 0,021]) y cICAM-1 (119,97 [IC
del 95%: 40,32-199,66; p = 0,004, indicando que valo-
res de CV altos, relacionados con fallos terapéuticos, se
correlacionan con concentraciones de TNF-ot y cICAM-1
altas. La concentracion de TNF-a y cICAM-1 en suero
aumenta a razén de 6,57 pg/ml y 119,97 ng/ml, respec-
tivamente, por cada log,, de CV que aumenta. También
encontramos correlacién positiva entre las moléculas de
TNF-t y cICAM-1 (r = 0,503; p = 0,001).
Posteriormente, estudiamos si existia alguna relacion
de estos parametros inmunolégicos con el punto de cor-
te de CV de 50.000 copias/ml (4,5 log). Seleccionamos
este punto de corte de CV porque en estudios previos
se habia demostrado que en nifilos mayores de 12 meses
de edad era un marcador muy potente de progresion a
sida??. Al realizar un andlisis de regresion multiple para
el punto de corte CV 50.000 copias/ml ajustado por el
nimero de células CD4" y CD8*, encontramos diferen-
cias significativas entre los dos grupos de nifios VIH
(tabla 2). Hallamos una mayor concentraciéon de TNF-o
(=12,8 [-24,7 2 —=0,9); p = 0,035) y cICAM-1 (~248,9 [419,1
a —78,38l; p = 0,005) en el plasma de los nifios con CV
mayor de 50.000 copias/ml, que los nifios con CV in-
ferior a 50.000 copias/ml. Ademas, los dos grupos de
nifios VIH presentaron valores superiores de TNF-a y
cICAM-1 a los encontrados en los controles sanos.

DiscusiON

Las citocinas son moléculas producto de la activacion
de las células del sistema inmunolégico y desempefian
un papel importante en la patogenia de la infeccion por
el VIH-1'°, Estudios in vitro han demostrado que el
TNF-o y otras citocinas pueden incrementar directamen-
te la replicacién en células infectadas por el VIH-1%3 y
que la exposicién de monocitos al VIH-1 puede inducir
la produccién de varias citocinas, entre las que se pue-
de encontrar también el TNF-024, La persistente alta con-
centracion de TNF-o0 que hay en los pacientes con sida
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o con infecciones oportunistas acelera la destruccion de
los linfocitos CD4* al potenciar la replicacién del VIH?.
Se ha demostrado que valores séricos elevados de TNF-
o estan asociados con encefalopatia progresiva en nifos
con infeccion por el VIH-1 y con los marcadores de pro-
gresién de la enfermedad en adultos®. En correlacion
con estos datos, en nuestro estudio encontramos valo-
res significativamente mas altos de la citocina TNF-o y
cICAM-1 en los nifios infectados por el VIH-1 que en los
nifios del grupo control (tabla 2).

Se ha encontrado una correlacion positiva entre la CV
alta en adultos VIH asintomdticos con concentraciones
plasmiticas elevadas de TNF-q, receptor soluble de TNF
tipo II, receptor soluble de IL-2, B2-microglobulina y
neopterina®, lo cual indica que existe una correlacién
entre la activacion inmune y el grado de replicacion del
VIH-1. También se ha encontrado una correlacién entre
TNF-o0 y CV en pacientes con sintomas grave526. La CV
en el nino, al igual que en el adulto, es el marcador
virolégico que mejor predice el curso de la infec-
cién?227.28 El virus o los productos virales incremen-
tan la produccién de citocinas proinflamatorias como
TNF-a, IL-6 e IL-1% y, por otro lado, ciertas citocinas, in-
cluido el TNF-o, pueden incrementar la replicacion vi-
ral®’. En nuestro trabajo dividimos a los nifios VIH-1 en
dos grupos segtn el punto de corte de la CV mayor de
50.000 copias/ml (valor aproximado al percentil 75 de la
CV) y encontramos valores mas elevados de TNF-a y
cICAM-1 en los nifos con CV mayor de 50.000 co-
pias/ml. La asociacion directa entre el TNF-ot y la CV re-
afirma la hipétesis de que la alteracion en el balance de
citocinas ejerce un papel fundamental en la patogenia
de la infeccion por el VIH. De esta forma, los valores al-
tos de TNF-a en nifios VIH pueden ayudar a explicar el
rapido curso de la infeccion perinatal; TNF-ou incremen-
ta la CV, mientras que la infeccion por el VIH puede
subsecuentemente inducir la secrecion de TNF-q, lle-
gando a un circulo vicioso que acelera el curso de la in-
feccion. Aunque, no incorporado como un marcador de
progresion en la clinica habitual, se deberia incluir la
posibilidad de evaluar el TNF-o0 como posible marcador
de progresion de la infeccion por el VIH-1 en nifios3!.
Actualmente, se estian utilizando con éxito en otras en-
fermedades anticuerpos monoclonales humanizados an-
ti-TNF-02, Ademds, es importante pensar en la utiliza-
cién de nuevas estrategias terapéuticas en el tratamien-
to de la infeccién por el VIH-1.

Se desconoce el papel fisiologico de cICAM-1, que
puede “bloquear” la comunicacién celular del sistema
inmune mediante interferencias en la presentacion anti-
génica, la toxicidad mediada por la célula T y otras fun-
ciones importantes del sistema inmune33. También se ha
propuesto la cICAM-1 como una molécula que incre-
menta la produccién de TNF-a3* y se conoce que el
TNF-o induce cICAM-1 mediante la estimulacion de NF-
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KB% constituyendo un circulo vicioso inicialmente esti-
mulado por el VIH. Se ha observado una fuerte correla-
cién entre la activacion del sistema TNF-ou y el estrés
oxidativo de la célula en la infeccién por VIH, pu-
diéndose relacionar el aumento de cICAM-1, por esti-
mulacion con TNF-q, a través de la activacion de NF-kB
por radicales del oxigeno®. Sin embargo, no se ha es-
tudiado si existe correlacion positiva entre CV y cICAM-
1 en adultos y ninos VIH. En nuestro trabajo hemos en-
contrado una correlacién positiva entre TNF-ot y cICAM-
1, que puede indicar una induccion de cICAM-1 por
TNF-.1°.

Las terapias antirretrovirales potentes que incluyen in-
hibidores de proteasas estin encaminadas a suprimir la
replicacion viral hasta alcanzar valores de CV indetecta-
bles en sangre periférica’®3. Esta supresion de la CV su-
pondria un descenso en la producciéon de TNF-o y
cICAM-1, que romperia el circulo vicioso existente entre
TNF-a y la replicacion viral, de tal forma que se conse-
guirfa una menor activacion del sistema inmune, favore-
ciendo la no progresion de la enfermedad. La falta de
adhesion al tratamiento o el fallo terapéutico puede pro-
vocar un aumento de la replicacién viral que podria re-
flejarse y conducir a un aumento de TNF-a favorecien-
do de nuevo el circulo vicioso entre esta citocina tan
pleiotrépica y la replicacién viral®©,

Aunque hemos observado una correlacién positiva
entre CV y TNF-a y nuestros datos indican que a medi-
da que aumenta la carga viral aumentan los valores de
TNF-o. y cICAM-1, se necesitan mas estudios para de-
mostrar si la medicién de TNF-a puede ser un parime-
tro temprano de activacion y predice el aumento de la
CV en pacientes pediatricos que consigan, con las nue-
vas terapias, llegar a valores de carga viral indetectables.
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