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Resumen

Las quimiocinas son citocinas proinflamatorias que
atraen y activan subpoblaciones leucocitarias
especificas cuyos receptores son empleados como co-
receptores por algunas cepas virales. El papel de las
guimiocinasdurante lainfeccion por el VIH-1 hasido
poco estudiado y en casos particulares los niveles
elevados en plasma de algunas, como RANTES
(regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted), han sido asociados en los individuos
infectados a un buen prondstico, parasu recuperacion
inmunologica. El presente trabajo evalud el papel de
RANTES y su receptor CCR5 en la reconstitucion
inmunoldgica de nifios infectados por transmision
vertical conVIH-1y bajo tripleterapiaantirretroviral
de ata eficacia (TAEE). Se estudi6 un grupo de 32
nifiosinfectados entre 4 y 12 afios de edad y un grupo
control de la misma edad. En ambos grupos se
analizaron las subpoblaciones linfocitarias por
citometriadeflujo (CMF), paradeterminar laexpresion
deCCR5encéulasT CD4*,y laproducciénintracel ular
deinterleucina(lL)-2 einterferon (IFN)-y, y mediante
un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) los niveles de
RANTES en plasma y sobrenadantes de cultivos
linfocitarios. En los nifios infectados, los niveles
plasmaticosprey post TAAE de RANTES fueron 886
y 1025 pg/ml, respectivamente, y laexpresién mediade
CCR5 en CD4* fue 18%, siendo mas baja en 3 casos
heterocigotos paralamutacion CCR5D32. En €l grupo
control, laexpresion media de CCR5 en CD4*fue de
38% y losnivdlesdeRANTES de687 pg/ml. Enrelacion
alaedad, en ambos gruposlos nivelesde RANTES y

RANTES LEVELS IN PRE-and-POST 3 YEARS OF
HAART AND CCR5 EXPRESSION IN HIV-1
INFECTED CHILDREN

Abstract

Chemokines are pro-inflammatory cytokines that
attract and activate specific leukocyte subsets whose
receptors are used as co-receptors by some viral
strains. The role of chemokines have been barely
assessed and increased plasma levels, particularly
RANTES (regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted), have been associated with
better prognosis to immune recovery. To evaluate the
role of RANTES and its receptor CCR5 in
immunological reconstitution in HIV vertically
infected children, after highly active antiretroviral
therapy (HAART), lymphocytes subsets, CCR5
expression on CD4* T cells and intracellular
production of interleukin (IL)-2 and interferon (IFN)-
v wer e determined by flow cytometry (FCM). RANTES
levels were assessed by ELISA in plasma and
lymphocyte culture supernatants. Thirty-two infected
children (4-12-yearsold) and an age-matched control
group were studied. RANTES plasma |evel s were 886
and 1025 pg/ml pre and post HAART, respectively.
Mean CCR5 expression on CD4* cells was 18% and
lower in 3 cases, heterozygousfor CCR5D32 mutation.
In the control group the mean CCR5 expression on
CD4" cellswas 38% and plasma RANTESlevel swere
687 pg/ml. RANTESIevelsand CCR5 expression were
also analyzed in relation to age and no significant
differenceswere observed. Intracellular IL-2 and IFN-
v valueswere not significantly different fromcontrols,
although CD4*/CD8" ratio was much lower ininfected
patients even after therapy. Lower CCR5 expression
than controls and increased RANTES levels post
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la expresion de CCR5 no arrojaron diferencias
significativas. En los nifios infectados, |os niveles de
IL-2 elFN-yno fueron significativamente diferentesa
losdel grupo control, aungque larelaciéon CD4*/CD8*
fuemasbajaen losprimeros, alin despuésdelaterapia.
La expresion disminuida de CCR5 en CD4*, con
respecto alos controlesy €l incremento delos niveles
de RANTES post TAAE, se correlacionaron al
mejoramiento del nimero total delinfocitos T CD4*,
las condiciones clinicas y la disminucién de la carga
viral, lo cua establece que los niveles de RANTES
pueden ser un marcador muy Util para evaluar la
recuperacion inmunol égica en individuos infectados
por e VIH-1.

PALABRASCLAVE: VIH-1, CCR5, RANTES, SIDA,
recuperacion inmune, triple terapia antirretroviral de
dtaeficacia(TAAE)

I ntroduccion

La terapia antirretroviral de alta eficiencia
(TAAE) ha producido una disminucion
sgnificativaend nimero demuertesrelacionadas
al sindrome de inmunodeficiencia adquirido
(SIDA) y el mejoramiento de la respuesta
inmunitariaen adultos(1-3) y nifios (4, 5). Aunque
laerradicaciontotal del VIH-1 hasido dificil de
obtener (6, 7), estdampliamente documentada
lacapacidad de TAAE paracontrolar lainfeccion
y reducir lossintomasclinicos, asi como permitir
laobtencion deunarecuperacioninmuneatravés
de cambios especificos en € fenotipo de las
subpoblacionesdecdulasT (8,9) y lassintesis
decitocinas(10-12).

El receptor CCR5 para RANTES
(regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted) se expresa en la
superficiedelinfocitos T, células dendriticas,
microglias y monocitos, y esta altamente
expresado en linfocitos CD4* activados y de
memoria (CD45R0O"), y en niveles bajos en
CD4* virgenes (CD45RA") (13-15). El VIH-1
empleaa CCR5 como correceptor parainfectar
linfocitos CD4* (16), particularmentelas cepas
no inductoras de sincitio (NSI/M-tréficas)
durantelaetapaasintomética, pudiendo ademés

54 Revista Médica de la Extension Portuguesa - ULA

therapy correlatewith theimprovement intotal CD4*
cells, clinical conditions and decreased viral load in
the post HAART period, and could be a reliable
marker of immune recovery.
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infectar monocitos(17). Ennifioslaprogresion
delainfeccion por VIH-1induce defectosenla
produccion decitocinastipo 1 [interleucina(IL)-
2, IL-12, interferén (IFN)-y] (18). Estudios
previos han relacionado ladensidad de CCR5
enlasuperficiedelosCD4* (19) y lavariacion
delosnivelesdeRANTES, con lainfectividad
del VIH-1 durantelafasecronicadelainfeccion
(20-22). El aumento delos nivelescirculantes
deRANTESdurantelaterapiaantirretrovird ha
sido reportado como un factor beneficioso en
adultosinfectados (23-30). Opuestamente, €l

perfil delascitocinasy susreceptoresen nifios
infectadosverticamentey bgo TAAE, hansido
poco estudiados durante larestauracion de la
respuestainmune. El presentetrabgotienecomo
propésito evaluar € papel protector deRANTES
en éste grupo de pacientes.

Material y métodos

Poblacién en estudio: Se estudiaron 32 nifios
infectados verticalmente por e VIH-1y bao
TAAE, y 28 niflosde edad smilar con hemofilia
tipo-A (bajo terapia con Factor VIII

recombinante), no infectados, aparentemente
sanosconfuncioninmunenormd (31). Losnifios
sedividieron de acuerdo asu estado clinico en:
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grupo A (nifios control) y grupo B (nifos
infectados), y segin suedad engrupo | (1-6 afios)
y grupo Il (>6 afos). Lamayoriadelosnifios
infectados habian recibido previamente
tratamiento con dos medicamentos
antirretrovirales, pero desde enero 1977 todos
comenzaron arecibir TAAE. Ambos grupos
etarios de pacientes fueron clasificados en la
categoriaA deacuerdo alosestandaresde CDC
para la infeccion por e VIH-1 (32), con la
excepcion de cuatro enlacategoriaB2y dosen
lacategoriaB3, todos ellos pertenecientes a
grupoIl. Enlosnifiosestudiados seanalizaron
las subpoblacioneslinfocitarias CD4*, CD8*/
CD45 RA-, CD8*/CD38*, CD8*/HLA DR
(33-36) y CD8*/CD28 (37) mediante
citometriadeflujo (CMF).

Andlisisdel fenotipo celular: A 200 p
de sangre total de cada muestray en tubos
por separado se agregaron 10 ul de cada
anticuerpo monoclonal conjugado con
fluorocromo. Posteriormente las muestras se
mezclaron suavementey seincubaron enla
oscuridad atemperaturaambiente (TA) por un
lapso de 30 minutos. Luego de laincubacion
se adicionaron 2 ml de solucion litica
(FACSTM, Becton & Dickinson. USA) y se
incubaron nuevamenteenlaoscuridady aTA
por 5 minutos adicionales. Todos |os tubos
fueron centrifugados a 1.200 rpm por 10
minutos paradescartar |0os sobrenadantes. Los
botones celulares seresuspendieronen 0.3 ml
de solucion amortiguadoradefosfato (PBS)
antes de su analisis en un citometro
FACSCalibur de dos-lasers (Becton &
Dickinson).

Determinacion del fenotipo de las
citocinasintracelulares. LaexpresiondelL-2
elFN-ysellevo acabo de acuerdo amétodos
previamente descritos (38, 39). Lasangretota
se diluy6 en proporcion 1:4 (250ul+750ul)
con RPMI (Gibco/BRL, Alemania) y se
distribuy6 en tubos de ensayo marcados E
(estimuladas) y NE (no-estimuladas). En €l
tubo E se adicionaron 25 pul de monesina (2

RANTES y CCR5 en nifios infectados por VIH-1

ug/mi) (SIGMA, Mo. USA) en unadilucion
1:10 con RPMI, 10 pul de fitohemaglutinina
(PHA 10 ng/ul, SIGMA) y 25 ul de
ionomicinal00 Ul (SIGMA). EnlostubosNE
seadicionaron 25 ul of monesin solamente.
Ambos grupos de tubos se incubaron en
camarade CO2 (COC) a37°C por 4 horas.
Al final delaincubacion seadicionaron atodos
lostubos 2 ml de solucion lisante (BIO 101,
CA, USA) y se incubaron 10 minutos
adicionales. Luego de centrifugar a1.500 rpm
por 5 minutos para descartar los
sobrenadantes, se les adicionaron 0.5 ml de
solucion permesbili zante (Becton & Dickinson)
por 10 minutos. Al final delaincubacion seles
restaurd €l volumena2 ml por adicion de PBS.
El botdn serecuperd en PBSluego delavar a
1.500 rpm por 5 minutos antes de la
determinacién del fenotipo con anticuerpos
monoclonal esanti-1L 277C, anti-IFNyT, anti-
CD3*" y anti-CD8? (Pharmingen, USA).
Se afiadi6 anti-CD69™ como marcador de
activacion para CD4*y CD8". Los andlisis
citométricos se realizaron en citometro
FCASCalibur BD con un programa de
aplicacion CellQuest.

Expresién de receptores de quimiocinas
y andlisis de lasintesis de quimiocinas: La
expresion delosreceptoresen PBL serealizd
por adicion de 7 pl deanti-CD3*", 10 ul anti-
CD4P<P (Becton & Dickinson), 15 ul deanti-
CXCR4PE y 15 ul de anti-CCR5F'Tc
(Pharmingen) a 200 pl de cada muestra de
sangre parael analisisde cuatro colores. Los
tiempos de incubacion y los pasos de lavado
serealizaron como se describi6 previamente.

Evaluacion delasintesisdequimiocinas:
Lascélulasy el plasmase separaron mediante
centrifugacion a1.250 rpm por 15 minutos. El
plasma se centrifug6 a 3.000 rpm antes de
amacenarsea-70°C. Lascélulassediluyeron
en proporcion 1:1 con solucion balanceadade
Hanks (HBSS, Biowhittaker, USA) para
separarlas mediante un gradiente de Ficoll
(LY MPHOPREP, Nycomed, Noruega). Las
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células mononucleares periféricas se gjustaron
a2 x 10° células/ml eincubaron en COC con
RPMI 1640/10% de suero fetal bovino (FBS,
Gibco/BRL), estreptomicinay penicilina. La
induccion de la expresion de CCR5 y la
produccion de RANTES se obtuvieron al
anadir 10 ul/ml de PHA (2,5 ug/ml) (M-
FORM Gibco/BRL)y 5ul/ml de rIL-2 (100
Ul) (PROLEUKIN, Chiron Ibérica). Los
cultivoslinfocitarios seincubaron 48 horasen
COCYy sesgpararon por centrifugacional1.250
rpm por 15 minutos. Se recuperaron los
sobrenadantesy se almacenaron a-70°C hasta
el momento de su andlisis. Los botones
celularesfueron recuperadosindividua mente
en 300 ul de PBS'y distribuidos en 2 tubos
paradeterminar el fenotipo. Lostiempos de
incubaciény los pasosdelavado serealizaron
COMO Se menciono anteriormente.
Andlisisdelosnivelesde RANTES: Los
niveles plasmaticos y de cultivo celular de
RANTES se obtuvieron mediante el empleo
de un equipo ELISA (Endogen, USA)
siguiendo lametodologiadel fabricante.

Andlisiscitométrico: Se cred unaventanaFL-
4 (CD3*FC) vs. SSC para seleccionar los
linfocitos T. Igualmente se combinaron FL-1
(citocina) vs FL-3 (CD8™P) para observar
las células positivas paracadacitocina (IL-2
e IFN-vy, respectivamente). Debido a la
imposibilidad de observar laexpresion de CD4*
por el estimulo deionomicina, lascélulasque
expresaron CD3* CD8 se consideraron CD4*.
L ostubos marcados NE se emplearon como
marcadores negativosen a andlisiscitométrico.

Resultados

Niveles plasmaticos de RANTES: Es
importante sefialar la existencia de una
variacion significativa(p <0.05) a comparar
losniveles plasmaticosde RANTES entrelos
controlesy losnifiosinfectados, registrandose
valoresde 687y 1025 pg/ml respectivamente
(Figl).

Al comparar losnivelesde RANTES enlos
pacientes durante las etapasprey post-TAAE,
se observa una variacion significativa (p <
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Figura 1. Distribucién de los niveles plasmaticos de RANTES basal entre el grupo de pacientes en la etapa post TAAE y

los nifios control.
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0.05) entreambos, con valoresde 886y 1025
pg/ml, respectivamente. También existe un
incremento directamente proporcional delos
niveles de RANTES y las subpoblaciones
CD4*, especialmente en los pacientes del
grupo | (Fig. 2).

Expresion intracelular de citocinas y
subpoblacioneslinfocitarias: Laexpresion de
IL-2 en linfocitos CD4*y CD8* mostro, en

ambos grupos de pacientes, una ligera
disminucion no significativaa compararsecon
losvaloresdereferencia(37). Por otraparte,
en el grupo Il destaca el incremento en la
sintesisde IFN-y por loslinfocitos CD8* de
los pacientesinfectados (Fig. 3).
En el grupo delosnifiosinfectados por el

VIH los porcentges de las subpoblaciones
mostraron unaumento sgnificativo (p< 0.05) en
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Figura 2. Dinamica de las subpoblaciones linfocitarias CD4* y CD8* con respecto ala edad y su relacion alos niveles de
RANTES, en los grupos de pacientes en las etapas de prey post TAAE. Promedio + 2 D.E. ** p < 0.05.
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relacion al grupo control. Al comparar anbos  ddl receptor CCR5 enloslinfocitosCD4* entre

gruposde pacientesseobservaend grupol un  losgrupos de nifios enfermosy sanos, mostro

aumento significativo (p < 0.05) de la diferenciassignificativas(p<0.05), arrojando

subpoblacion CD8/38(89%) (Fig. 4). valoresde 28%y 35%, respectivamente (Fig.
Expresion de CCR5: Laexpresionbasal  5).
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control y el grupo de pacientes en |a etapas post TAAE. Promedio + 2 D.E.
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NivelesdeRANTESYy cargaviral enlas
etapas pre y post TAAE: Los niveles de
RANTES y la carga viral muestran una
correlacioninversadurantelas etapasdeprey
postratamientotripleantirretrovira . Enlaetapa
pretratamiento existe un nivel disminuido de
RANTES (886 pg/ml) y unacargavira elevada
(922 copias/ml x 1000) mientrasqueen laetapa
postratamiento se observa una disminucion
significativa (p < 0.05) delacargavira y un
aumento de RANTES (50 copias/ml x 1000 vs.
1025 pg/ml) (Fig. 6).

Discusion

L os resultados del presente estudio en nifios
infectadoscond VIH-1 por transmisionvertica
y bajo TAAE, confirman la recuperacion
inmunol 6gica descrita por varios autores. El
aumento de las cifras de linfocitos CD4* y la
sintessdecitocinascomparableanifiosnormaes,
y larapidadisminucion delosnivelesdeARN
viral desded iniciodd tratamiento, reflgjan el
logro delos objetivosterapéuticosfijados. El
andlisisy cuantificacion delas subpoblaciones

CD8* es un criterio que permite evaluar los
cambiosfuncional esasociadosaunaevolucion
positiva durante la infeccion por e VIH-1;
especialmente el discreto descenso de CD8,
hacen quelarelacion CD4*/CD8* seacerquea
los valores normal es en | os pacientes con una
buena respuesta a la terapia (40-45), aunado
tambiénd incrementosignificativodelosniveles
plasmaticosdeRANTES, tal y como seobserva
enlaFigura2. El incremento del nimero detodas
la subpoblaciones de CD8* en lo niflos
infectados, y en especia el aumento de la
subpoblacién CD8'/38* en los pacientes del
grupo | (Fig. 4), establece un nivel masalto de
activacionlinfocitariaparaun mejor control dela
infeccionpor e VIH-1y ladisminuciéndel riesgo
al desarrollo de SIDA (46, 47). Deigua forma,
laobservacion del incremento en lasintesisde
IFN-y por parte de los linfocitos CD8* en el
grupo Il de los pacientes, se relaciona con la
disminucion enlaexpresion dd receptor CCR5
y laregulaciénenlasintessde RANTES (48).
Este hecho, sefialala existencia de una
capacidad autonomaeinateradaen laactividad
del astemainmuneenlosnifiosinfectados, Smilar
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aloreportado previamente en los adultos (49).
Labajaexpresion basal del receptor CCR5 de
loslinfocitosCD4* en e grupo de pacientescon
respecto al grupo control (Fig.5), esun efecto
directo del estado clinico de los infectados,
debido probablemente ala ocupacion de éste
receptor por parte de RANTES. Los datos
expuestosenlaFigural, permiten corroborar la
diferenciadelosnivelesdeRANTESend grupo
delosnifiosinfectadosen relacion alosnifios
control, y esto podriaestar relacionado con la
baja disposicion demoléculasde CCR5 libres
enlasuperficiedelosCD4* delosprimeros. El
andlisisdelosvaoresenlasintesisintracelular
de IL-2 e IFN-y por los linfocitos CD4* y
CD8'", muestraguelamayoriadelos pacientes
estan dentro de valores normales, en
correspondenciacon su edad (50). El nimero
elevado de linfocitos CD8* en los pacientes
durante la etapa post TAEE, estarelacionado
directamente al incremento en los niveles
plasméticosde RANTES, debido esencid mente
a la recuperacion de la respuesta Thl
representada por el aumento en laproduccion
deb-quimiocinas (51-53). Losresultadosdelos
valoresdeRANTESY surelacion conlacarga
viral enlasetapasprey post TAAE (Fig.1), son
significativos (p < 0.05) e inversamente
proporcionaes, corroborando laeficaciade ésta
terapiasobree control delareplicacionvira y
larecuperacion delarespuestainmune en los
individuosbgo tratamiento. Enel grupo delos
nifiosinfectadosverticamentepor e VIH-1, se
pudo observar de manera fehaciente una
asociacion beneficiosa representada por el
aumento deRANTESY e megjoramiento dela
respuestainmune, yaqueéstadltimase manifiesa
por el aumento del peso corporal y la
desgparicion deinfeccionesrecurrentesenlacas
totalidad del os pacientes, debido esencid mente
aunamejor respuestaantiviral (54). A pesar de
algunas controversias establecidas por otros
reportes (55, 56), e presente estudio describe
laexistenciade unacooperacion entreladlevada
produccion de RANTESYy lavariacion de la

expresion de CCR5, manifestada en la
restauracion de las funciones protectoras de
sstemainmunemediantelaregulaciony € control
de la infeccion por e VIH-1, en individuos
infectados y bajo TAAE (57-59). El papel
protector de RANTES contralainfeccion por €
VIH-1 ha sido anteriormente demostrado en
cultivosde macréfagos, inhibiendo su entraday
aterando lareplicacion deagunascepasvirales
dentro de éstas células. Deigua forma, se ha
demostrado quelaentradade RANTES através
del receptor CCR3 causa €l incremento de la
actividad citoliticadeloslinfocitos T citotdxicos
(60). Laevaluaciony observaciondelosniveles
plasméticosbasaesde RANTES enindividuos
infectados por & VIH-1 parece ser unindicador
de importancia a8l momento de valorar su
recuperacioninmunol 6gica, yaque posibilitala
aplicacion deedtrategiastergpéuticasmésidoness
parainducir un efectivo control y regulaciénde
lainfeccion, permitiendo asi la participacion
equitativa del sistemainmuney los farmacos
adminigtrados.
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