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RESUMEN

Titulo.- Medicién de citocinas en suero de pacientes pediatricos que viven con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y su relacion con la respuesta al tratamiento antirretroviral.
Introducciéon.- La hiperreactividad cronica del sistema inmunolégico reflejada por una
hipersecrecion de citocinas proinflamatorias incluyendo IL-6, FNT a, e IL-1 favorece la replicacion y
propagacion del virus del VIH. Por otro lado, el descenso en la produccion de citocinas como lo es
IL-2 o IL-12 en respuesta a antigenos especificos, juega un papel importante en el establecimiento de
la deficiencia inmunoldgica. En pediatria esta actividad inmunoldgica se ha asociado con progresion
de la enfermedad, sin embargo no se cuenta con informacion suficiente al respecto, ademas el sistema
inmune en algunos nifios se encuentra en desarrollo, lo que pudiera producir un comportamiento
diferente al de los adultos.

Objetivo.- Cuantificar los niveles séricos de IL-2, IL-6, [L-10 y FNTa en pacientes pediatricos con
infeccion por VIH con y sin falla al tratamiento antirretroviral?

Metodologia.- Se llevd a cabo un estudio transversal descriptivo en el Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI “Dr. Silvestre Frenk Freund” del Instituto Mexicano del Seguro
Social. Se realizé medicion de citocinas (I11-2, IL-6, IL-10 y FNTa) mediante técnica de ELISA.

Se incluyeron a los nifios con VIH con tratamiento antirretroviral efectivo y con falla al tratamiento
que no tenian proceso infeccioso agudo, se tomaron muestras séricas y se resguardaron hasta su
procesamiento. Se consideraron controles a nifios sin VIH con solicitud de prequirirgicos en el
laboratorio. La asignacion fue consecutiva.

Analisis estadistico.- Se empleo estadistica descriptiva para variables cuantitativas mediante
medidas de tendencia central (medias y medianas) y frecuencias y porcentajes para variables
cualitativas.

Resultados.- En el grupo de pacientes con infeccion por VIH se incluyeron 26 pacientes, se
realizaron 2 subgrupos, en el primero los que no tuvieron falla al tratamiento antirretroviral (n=15) y
en el segundo los que reunieron criterios de falla (n=11). En grupo control se incluyeron 13 pacientes
sin VIH. En el grupo sin falla se reportaron niveles mas elevados de IL-2, IL-10 y FNTa en
comparacion con pacientes sin falla al tratamiento, y solo IL-6 se comportd a la inversa (mediana de
6 vs 13pg/mL. Los nifios sin infeccion por VIH presentaron una mediana menor que los pacientes con
VIH con y sin falla al tratamiento al comparar niveles séricos de IL-6 y FNTa.

Conclusiones.- Los niveles séricos de citocinas (IL-6 y FNT a) estdn mas elevados en los pacientes
que viven con VIH en comparacion con nifios sin la enfermedad y los niveles séricos de citocinas
(IL-2, IL-6, IL-10 y FNTa) entre los nifios con o sin falla al tratamiento antirretroviral son similares



INTRODUCCION

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tipo 1 (VIH-1) y su estadio final, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), es el mayor desafio de salud publica de los
tiempos modernos, el SIDA se identifico por primera vez en Estados Unidos en 1981, tras
comunicarse infecciones oportunistas inexplicadas, como la neumonia por Prneumocystis jirovecii y el
sarcoma de Kaposi en hombres que tenian sexo con hombres (HSH), manifestaciones que asociaron
con pérdida de CD4+ e inmunosupresion, y su probable causa infecciosa. Se propuso la existencia de
un nuevo retrovirus humano como agente causal'.

Un poco antes de esta asociacion, se realizd la descripcion de la transcriptasa inversa y el
descubrimiento de los virus linfotropicos T humanos tipos I y II (HTLV-1 y HTLV-II), los primeros 2
retrovirus humanos conocidos en 1979 y 19807,

El descubrimiento de la interleucina 2 (IL-2), o factor de crecimiento de linfocitos T, permitio el
cultivo de los linfocitos T sanguineos en los casos iniciales de SIDA y hacia 1984, la deteccion,
aislamiento y propagacion del VIH-1 -el tercer retrovirus humano-°, permiti6 el desarrollo de una
prueba diagndstica, un conocimiento cada vez mas detallado de la biologia molecular del virus y lo
mas destacado, la introduccion de una base racional para el tratamiento antiviral®.

Tras un periodo prolongado de investigacion, el surgimiento de nuevas combinaciones terapéuticas,
junto con la capacidad de medir ARN viral circulante y la susceptibilidad a los farmacos, han
permitido una drastica mejoria de la evolucion clinica de los pacientes. Los primeros antirretrovirales
(ARV) en estar disponibles, fueron los inhibidores de la enzima transcriptasa reversa analogos de
nucleosidos, posteriormente los no andlogos de nucledsidos y mas recientemente de los inhibidores
de proteasa. Ma4s recientemente se cuenta con inhibidores de la fusion del virus con las células, de la
entrada del virus en la célula huésped y de la integracion del ADN viral en el ADN cromosomico del
huésped. La investigacion del VIH ha demostrado que es posible administrar una terapia
antirretroviral racional, individualizada y efectiva, sin embargo aun falta informacion en relacion a la
prevencion postexposicion, tratamiento en pacientes multitratados, vacunas para prevenir infeccion
por VIH y reconstituciéon inmunitaria’.

Gran parte del esfuerzo en el estudio de la patogénesis del VIH, se ha dirigido hacia el sistema
inmune, dentro del cual se ha descrito en los Gltimos afios un desequilibrio en la red de citocinas, lo
cual induce una disfunciéon inmunologica. Las citocinas constituyen una red redundante y
pleiotropica molecular que permiten una comunicacion entre células independientes tanto paracrinas
como autocrinas. Ellas son utilizadas para dividir en 2 subgrupos con diferentes caminos de
regulacion mediante linfocitos TCD4 o CD8, conocidos como células Th1/Th2°.

Durante la década de 1980 se profundizo en el conocimiento de la funcionalidad de los linfocitos T y
se identificaron 2 tipos de respuestas colaboradoras: la Th1 (inmunidad celular o retardada) y la Th2
(inmunidad humoral). Las Thl son altamente efectivas en la eliminacion de patdogenos intracelulares
y las Th2 son de gran importancia en la eliminacion de microorganismos extracelulares y parasitos.
Se denomin6 Thl a los linfocitos secretores de interferon y (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2), y se
denominé Th2 a los linfocitos que liberan IL-4 e IL-13. La diferenciacion en Thl o Th2 se determina
en funcion de las citocinas que estan presentes y que funcionan como terceras sefiales durante el
proceso de activacion. La IL-12 promueve la transformacion en células Thl y la IL-4 en células Th2’
(Figura 1), y ambas vias presentan interacciones para su regulacion como puede observarse en la
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Figura 2.- Modelo que esquematiza las probables interacciones entre la respuesta Th1 y Th2

En pacientes adultos con infeccion por virus de inmunodeficiencia humana, las citocinas actian como
inductor de la respuesta predominantemente de tipo 1 (IL-2 e INF v); y de la respuesta tipo 2 (IL-4 e
IL 10), citocinas que interpretan progresion de la enfermedad®.

Esta alteracion del estado inflamatorio podria relacionarse con la replicacion viral persistente del VIH
en reservorios anatomicos o funcionales, pero también se ha implicado al fenomeno de la traslocacion
microbiana”'®, consistente en el paso de productos bacterianos desde la luz intestinal a los ganglios
linfaticos y al torrente sanguineo debido a la disminucion del tejido linfoide de la mucosa intestinal,
produciéndose un estado cronico de inflamacion'.

La hiperreactividad cronica del sistema inmunoldgico reflejada por una hipersecrecion de citocinas
proinflamatorias incluyendo IL-6, FNTa, e IL-1 favorecen la replicacion y propagacion del virus. Por
otro lado, el descenso en la produccion de citocinas como lo es IL-2 o IL-12 en respuesta a antigenos
especificos, juega un papel importante en el establecimiento de deficiencia inmune.

Reus y colaboradores determinaron mediante un estudio transversal observacional en 81 pacientes
adultos con VIH, los factores asociados a una mayor actividad inflamatoria concluyendo que los
mayores valores de marcadores inflamatorios (IL-6 y FNTa) se observan en aquellos casos con
traslocacion bacteriana y antecedentes de enfermedad cardiovascular'?.

Se ha observado que el inicio del tratamiento antirretroviral (TAR) induce una disminucion de los
marcadores de traslocacion y de inflamacion paralela a la disminucion de la carga viral plasmatica
(CV) del VIH. Se ha hecho evidente que los pacientes con viremia por debajo de 20 copias/ml,
muestran tener menor frecuencia de traslocacion que aquellos con viremias bajas pero detectables'.
Heijiligenberg y col, realizaron la medicion de FNTa, IL-10, IL-6 e INFa en pacientes sanos (n=6) y
pacientes con SIDA clinicamente estables (n = 6). La concentracion plasmatica de FNTa fue mas alta
en pacientes con SIDA con una media de 24 pg/ml (intervalo de 17-31 pg/ml) en comparacion con los
controles 8pg/ml (intervalo de 1-16 pg/ml). La concentracion plasmatica de IL-10 no tuvo diferencia
entre ambos grupos y en relacion con INFo no fue detectable ninguna diferencia entre las muestras'*.
La IL 10, se ha visto implicada en infeccion por VIH -1, y su patogénesis. Es una citocina producida
por células Th2 y ocasionalmente por Linfocitos B activados, células Thl, macrofagos activados y
células no hematopoyéticas . Sus niveles son més elevados en pacientes con VIH con niveles bajos
de CD4+ y con cargas virales elevadas en comparacion con pacientes con infeccion por VIH reciente;
por otra parte, pacientes determinados como progresores lentos tienen niveles mas bajos de IL-10 en
comparacion con pacientes sin infeccion por VIH'.

Mayores concentraciones de IL-10 parece limitar la replicacion de VIH-1 en vivo, al inhibir la
replicacion de macrofagos/monocitos y células T, habiéndose demostrado que la administracion de
IL-10 produce un descenso del niimero de viriones de VIH-1 en circulacion'’.

El estudio SMART demostré que niveles basales elevados de PCR, IL-6 y dimero D, tuvieron
asociacion con incremento en la mortalidad, por lo que estos biomarcadores permanecen como
predictores de mortalidad aun cuando se cuenta con niveles elevados de CD4+'"'®,

Mc Donald y col., analizaron de manera retrospectiva el plasma de 32 pacientes adultos con infeccion
por VIH quienes murieron en los primeros 3 afios de haber iniciado el tratamiento antirretroviral en
Gaborone, Botswana y 64 paciente con infeccion por VIH que sobrevivieron mas de 3 afos, y
observaron que por cada incremento de 1 pg/ml de IL-6 presentaban 1.3 veces mayor probabilidad de
morir'’.

En nifios con infecciéon por VIH transmitido por via vertical ®, se realizo6 medicion de transcripcion y
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de la produccidn de citocinas en progresores rapidos, serorrevertores y nifios con exposicion a VIH in
utero. La produccion de citocinas tipo 1 y 2 fue medida en cultivo de células mononucleares en
sangre periférica, en 11 progresores rapidos, 8 serorrevertores y 25 expuestos. En los cultivos bajo
condiciones basales, la produccion de 1L-2, INF vy, IL4 e IL-10 fue similar, independientemente de la
etapa de la infeccion o enfermedad. Sin embargo bajo condiciones de estimulacion con
fitohemaglutinina mds PMA (forbol 12 miristato, 13 acetato), se observd que los cultivos
correspondientes a nifios progresores rapidos presentaron menor produccion de IL-2 (p< 0.01), e IFN
v (p< 0.02) en comparacion con el grupo serorrevertores e incluso significativamente menor
expresion del mRNA de IFNy (p< 0.01).

Los cultivos de los nifios del grupo progresores rapidos expresaron niveles mas elevados de 1L-4 que
los nifios expuestos (p<0.03) y no hubo diferencias en la produccion de IL-10 en los 3 grupos
evaluados. Los resultados en esta poblacion pediatrica demostraron que una deficiencia en la
produccion de citocinas tipo 1 y un exceso de transcripcion de citocinas tipo 2 (IL-4) correlaciona
con progresion de la enfermedad. Estudios adicionales con mayor nimero de poblacién es necesario
para probar posteriormente la hipotesis en relacion al papel de las citocinas tipo 1 y 2 en niflos
infectados por VIH®.

En el estudio de Johann y col., los niveles de IL-2 en suero obtenido de nifios con infeccion por VIH
aparentemente sin patologia agregada, fueron asociados a progresion de la inmunosupresion. [L-2
fue detectada en el suero de 28 de 45 nifios con VIH (nivel > 8.7pg/mL) de los cuales el 42% (19 de
45 nifios) tuvieron nivel de >39pg/mL. Los nifios sin evidencia de inmunosupresion y aquellos con
inmunosupresion severa presentaron niveles estadisticamente mas bajos de IL-2 (media de 134.4
pg/mL) y (18.2 pg/mL) respectivamente, en comparacion con aquellos con inmunosupresion
moderada (450.5 pg/ml). En aquellos nifios con quienes la inmunosupresion fue evidente, el descenso
de valor sérico de IL-2 correlacion6 con la deplecion de linfocitos CD4, sin embargo en los nifios sin
inmunosupresion o inmunosupresion moderada presentaron correlacion inversa entre niveles de CD4
y de IL-2°.

Algunos autores, como Navarro y col, analizaron los valores de FNTa en 26 nifios sin infeccion por
VIH, y 14 nifios con VIH de transmision vertical antes del inicio de tratamiento antirretroviral y
nuevamente un afio después de tener tratamiento antirretroviral efectivo. En este estudio observaron
que a la entrada en el estudio, la producciéon FNTa fue més baja en el grupo VIH" (586+240pg/mL)
que en el grupo control (17294+324pg/mL). Un afio después en HAART, la produccion de FNTa
(1497+£310pg/mL) se recuperd hasta los valores del grupo control, siendo el incremento
estadisticamente significativo (p <0.01)*.

Si bien, la terapia antiretroviral efectiva ha mejorado de manera dramatica la expectativa de vida de
las personas con VIH; los pacientes con tratamiento antirretroviral efectivo prolongado, tienen un
grado de inflamacion y activacion de sistema inmunitario®', lo que se ha asociado de manera estrecha
a un incremento en el riesgo cardiovascular®, osteoporosis™ anemia®® y fragilidad en comparacion
con pacientes sin SIDA.

Multiples factores parecen contribuir con la inflamacion cronica y activacion inmune en pacientes
infectados con el VIH en tratamiento antirretroviral, sin embargo el papel que juega cada uno de
manera independiente es dificil de discernir®.

Se han intentado diversas maniobras para disminuir el estado inflamatorio persistente, siendo la
administracion del probidtico Saccharomyces boulardii por 12 semanas, lo que produjo una
disminucion significativa en los niveles séricos de IL-6 y proteinas de unién a lipopolisacaridos™
Ademas en pacientes con VIH en tratamiento antirretroviral con carga viral indetectable, se ha
observado que con tratamiento con vitamina D, omega 3 y estatinas se disminuye la prevalencia de la
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expresion de CD38 en las células T CD8+, se disminuyen los niveles de IL 6 y FNTa, asi como
niveles de lipoproteina asociada a fosfolipasa A2, debido a la accion de cada uno de los farmacos de
manera respectiva’.

El estilo de vida, incluyendo ejercicio, también se ha relacionado con disminucién de los
biomarcadores de inflamacion®.

Distintos estudios en adultos, han establecido a los diferentes biomarcadores de inflamacién ( IL-6,
FNTa, proteina C reactiva y dimero D) como factores de mal prondstico; como mortalidad, la mala
recuperacion de los linfocitos CD4+, progresion de la hepatitis cronica C o la aparicion de morbilidad
como neoplasias no definitorias de sida, aterosclerosis, insuficiencia renal, osteoporosis o deterioro
neurocognitivo™.

Algunas citocinas han demostrado su uso potencial como agentes terapéuticos en sindrome de
inmunodeficiencia inducido por VIH, como lo es el caso de la IL-2 El sustancial grado de
reconstitucion inmune alcanzada en pacientes infectados por VIH durante la administracion de 1L-2
en asociacion con terapia antirretroviral altamente activa (HAART), apoya el desarrollo racional de
una nueva estrategia de inmunointervencion enfocada a la red de citocinas®'.



JUSTIFICACION

La UMAE Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI, es un hospital de 3er nivel que recibe pacientes de
los estados de Guerrero, Querétaro, Michoacan, Estado de México, Chiapas, Morelos y parte de
Veracruz, el cual cuenta con una clinica de VIH en donde se les da seguimiento a los nifios con
infeccion de virus de inmunodeficiencia humana en su mayoria por transmision perinatal. Se ha
demostrado en poblacion adulta que a pesar de manejo antirretroviral efectivo, con cargas virales
indetectables, se mantiene un estado inflamatorio crénico y de activacion inmunitaria que conlleva a
efectos no deseados como lo son riesgos cardiovasculares, anemia, osteoporosis, asi como mala
recuperacion de los linfocitos CD4+, progresion de la hepatitis cronica C o la aparicion de morbilidad
como neoplasias no definitorias de sida, aterosclerosis, insuficiencia renal, deterioro neurocognitivo e
incluso incremento en la mortalidad.

En pediatria, esta actividad inmunoldégica se ha asociado con progresiéon de la enfermedad, sin
embargo no se cuenta con informacion suficiente al respecto, ademas el sistema inmune en algunos
nifios se encuentra en desarrollo, lo que pudiera producir un comportamiento diferente al de los
adultos. Con este estudio se pretende determinar el estado de inflamacidn de los pacientes pediatricos
con VIH mediante la determinacion de IL-2, IL-6, IL-10 y FNTa, comparandolo con nifios sanos. La
informacién que se obtenga a partir de este estudio puede ser el cimiento para estudios posteriores.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION:

1.- (Cuales son los niveles séricos de IL-2, IL-6, IL-10 y FNTa en pacientes pediatricos con
infeccion por VIH con y sin falla al tratamiento antirretroviral?

11



OBJETIVOS

1.- Cuantificar los niveles séricos de IL-2, IL-6, IL-10 y FNTa en pacientes pediatricos con
infeccion por VIH con y sin falla al tratamiento antirretroviral?
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METODOLOGIA.-

Diseiio de estudio.
Estudio transversal descriptivo

Lugar de realizacion del estudio.

El estudio se llevd a cabo en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI “ Dr.
Silvestre Frenk Freund” del Instituto Mexicano del Seguro Social, el cual es un hospital de tercer
nivel, de concentracion de pacientes procedentes de hospitales del sur de la Ciudad de México, del
estado de Chiapas, Morelos, Guerrero y Querétaro, entre otros.

Criterios de inclusion.

Pacientes con diagnostico de infeccion por virus de inmunodeficiencia humana por transmision
vertical atendidos en la clinica de VIH en esta unidad.

Pacientes con informacién completa en el expediente clinico

Pacientes que aceptaron la toma de la muestra sérica.

Criterios de exclusion.
Pacientes que presentaban proceso infeccioso agudo en el momento de la toma de muestra sanguinea

Pacientes con aplicacion de vacuna en los tltimos 30 dias.

Criterios de eliminacion.
En quienes hubo pérdida de la muestra sanguinea o resultado indeterminado

13



VARIABLES

Variable Definicion conceptual  |Definicion operacional Tipo de variable
Género Se refiere al conjunto defSe dividi6 en femenino y[Variable cualitativa
caracteristicas  bioldgicasmasculino con base en ladicotdmica
que definen al espectro dejinformacion obtenida del e Femenino
humanos como mujeres yljexpediente e Masculino
hombres*
*(Asociacion ~ Mexicana
para la Salud Sexual)
Edad Periodo de tiempo que ha/Cantidad en afios cumplidos alVariable cuantitativa continua

desde
momento del nacimiento*

transcurrido el

*(Real
Espafiola)

Academia

momento del ingreso al estudio, la|
informacion  se  obtuvo  del
expediente

e Afios

Estado nutricional

El estado de crecimiento o
el nivel de micronutrientes
de un individuo.(UNICEF)
Es la condicion fisica que
presenta una persona,
como resultado del
balance entre sus
necesidades e ingesta de
energia y nutrientes.

Se tomo el peso en kilogramos y la
talla en centimetros el mismo dia
de la toma de la muestra sérica y|
se obtuvo el indice peso/talla en
menores de 6 afios y el IMC para
nifios de 6 afios en adelante y se
percentild con base en las tablas
correspondientes para sexo y edad
(www.who.int/childgrowth/standar
ds)

Variable
policotomica

cualitativa

Desnutricion
Peso adecuado
Sobrepeso
Obesidad

Interleucina 2, 6 y|Son proteinas que| Medicion en suero mediante laCuantitativa continua
10y FNT a intervienen en lajtécnica de ELISA en los pacientes e Picogramos
diferenciacion ylincluidos y se reportara en pg/ml. /mililitro
maduracion de las células|(ver anexo 3)
del sistema inmune,
contribuyendo a la
comunicacion entre ellas
y, en algunos casos,
ejercen funciones
efectoras directas
* (Abbas et al.)
Cuenta de CD4 Células que constituyenMedicion en sangre de linfocitos/Cuantitativa continua

del
sistema inmunitario, cuya

una parte esencial

funcion principal es la de

CD4 en los pacientes con
diagnostico de VIH, reportandose
en numero de células /mm’.

activar al propio sistema

e (Células /mm’
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alertandole de la presencial
de patdogenos o de una
replicacion errénea de
cé¢lulas humanas.

Carga viral

Es la cuantificacion de
'VIH-1 que se encuentra en
el plasma o cuantificacion
del RNA virico que existe
en una muestra. El método

empleado  consiste  en|
reaccion en cadena de la
polimerasa.

Se consultd en el expediente el
reporte obtenido en el mismo
momento de la toma de sangre por
venopuncion, que
realiza de manera rutinaria para
evaluar tratamiento antirretroviral
y se expreso en copias /mL.

estudio se|

Cuantitativa discreta
e Numero
copias/mL

de

Tiempo de
diagnodstico de VIH

Periodo de tiempo que hal

transcurrido  desde el
diagnostico de infeccion
por virus de

inmunodeficiencia humana

Se revis6 el expediente y se
consider6 el tiempo transcurrido
desde el diagnodstico de infeccion
por virus de inmunodeficiencia
humana y el momento del inicio
de este estudio, se expresard en
meses.

Cuantitativa discreta
o Meses

Falla al tratamiento

Falla clinica.- La
presencia o recurrencia de
complicacion relacionada
por VIH
posterior a 3 meses de
tratamiento antirretroviral
(excepto SIRI).

Falla virolégica.-La
imposibilidad de mantener

a infeccion

supresion de la carga viral

de RNA de VIH <40
copias/mL.
Falla inmunoldgica.-

Incapacidad para mantener|
o0 incrementar el nivel de
células CD4 en valores
normales de acuerdo a la
edad especifica.

>1 afio 1500 CD4

1-6 afios >1000 CD4

>6 afios 500 CD4

*http://aidsinfo.nih.gov/gu

Se realizd interrogatorio |
exploracion fisica para descartar
procesos infecciosos agregados o
alguna alteracion clinica, y se le
realizd6 medicion de carga viral y|
cuenta de CD4+ al mismo tiempo
de la recoleccion de la muestra
para medicion de interleucinas, y
se clasifico con falla al tratamiento
o0 sin falla al tratamiento.

Con base en los datos obtenidos en
interrogatorio, exploracion fisica y|
de

la

estudios laboratorio  que

incluyen determinacion de
cuenta de CD4 y determinacion de
carga viral, se considerd falla al
tratamiento antirretroviral cuando
conto con al menos 1 de los 3 tipos
de falla (clinica, viroldgica o

inmunologica)

Cualitativa dicotdmica
e CONFALLA
e SIN FALLA
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se explico a los padres de los nifios con infeccion de virus de inmunodeficiencia humana que se
encuentran en seguimiento en la clinica de VIH la utilidad del protocolo de estudio, y se solicitd
consentimiento informado en forma verbal para la toma de muestra sérica.

Se realizo la toma de la muestra en la misma venopuncidon que la requerida para la toma de otras
muestras séricas que se requieren para el seguimiento de su enfermedad, se descartd proceso
infeccioso agudo mediante interrogatorio y exploracion fisica.

Para establecer un valor basal de interleucinas sérico con el cual comparar el obtenido en los nifios
que viven con VIH se decidio recolectar suero de pacientes sin diagnostico de infeccién por VIH,
obteniéndose de nifios con programacion de estudios prequirurgicos, que no presentaran proceso
infeccioso agudo, previa autorizacion por los padres.

El suero se recolectd por la tesista, se almaceno a -20°C hasta su procesamiento; la medicion de las
citocinas (I1-2, IL-6, IL-10 y FNTa) se hizo mediante técnica de ELISA empleando el set OptEIA®.
La técnica y especificaciones del proceso se describen en el anexo 2. El cual se llevo a cabo en la
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas en la UMAE Hospital Especialidades,
CMN SXXI.

Se revisaron los expedientes clinicos y se obtuvieron los datos generales y lo relativo a la infeccion y
tratamiento por VIH en la hoja de recoleccion elaborada exprofeso (Anexo 1). Se realizé una base de
datos con la informacion obtenida.

Analisis estadistico.
Se empled estadistica descriptiva para variables cuantitativas mediante medidas de tendencia central
(medias y medianas) y frecuencias y porcentajes para variables cualitativas.

Aspectos éticos

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y con los lineamientos de Helsinki

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion I, investigacion con riesgo minimo, se realizo
previo a consentimiento informado verbal.

Se solicitd aprobacidn por el Comité local de Investigacion.

Financiamiento

Los investigadores financiaron la compra de los reactivos para la determinacion de citocinas y el
resto se llevo a cabo con recursos de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas
en la UMAE Hospital Especialidades, CMN SXXI.
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RESULTADOS

En el grupo de pacientes con infeccion por VIH se incluyeron 26 pacientes de los cuales 57% (n=15)
correspondieron al género masculino, la media de edad fue de 9 afios (2-17afios), y el estado
nutricional fue adecuado en el 85% de los casos (n=22), el resto (15%) se catalogaron con obesidad.
De la muestra total se realizaron 2 subgrupos, en el primero se incluyeron todos aquellos pacientes
que no tuvieron falla al tratamiento antirretroviral (clinica, virolégica y/o inmunoldgica),
correspondiendo a 15 pacientes, y en el segundo grupo, se incluyeron a 11 pacientes que reunieron
criterios de falla. Se incluyeron 13 pacientes sin infeccion por VIH, con una media de edad de 8 afios
(1-16 afios), y el 61% correspondieron a género masculino, todos ellos con adecuado estado

nutricional.

En la tabla 1 se describen las caracteristicas generales en los diferentes grupos.

Tabla 1.- Caracteristicas generales de los pacientes con y sin falla al tratamiento antirretroviral

SIN FALLA CON FALLA TOTAL CON VIH SIN VIH
(n=15) (n=11) (n=26) (n=13)
Género masculino | 7 (46%) 8 (72%) 15 (57%) 8 (61.5%)
(n, %)
Edad 10 (3-17) 7 (2-16) 9(2-17) 8 (1-16)
Media (minima,
maxima)
Estado nutricional | 11 (73%) 11 (100%) 22 (85%) 13 (100%)
adecuado**
(n, %)
Obesidad ** 4 (17%) 0 (0%) 4 (15%) 0 (0%)
(n, %)
Tiempo de recibir | Media: 112 Media: 66.4 Media: 93
tratamiento ARV* | Intervalo (50-192) Intervalo (6-180) Intervalo (6-192) NA***
Meses, minimo,
maxmo

*ARV.- Antirretroviral
** < 6 afios P/T y > 6 afios IMC
*** NA= No aplica

17




En la siguiente tabla (Tabla 2) se resumen en medianas y rangos las concentraciones séricas de
citocinas en cada uno de los 3 grupos, (Con VIH con y sin falla al tratamiento y nifios sin VIH), en
donde se puede observar que los pacientes sin falla al tratamiento presentaron concentraciones s€ricas
mayores de IL-2. IL.6 y FNTa en comparacion con los pacientes del grupo con falla, teniendo un
comportamiento contrario al comparar los niveles séricos de IL.6 entre estos 2 grupos (6 vs 13
pg/mL). EIl grupo sin infeccién por VIH present6 niveles séricos de IL-6 y FNTa més bajos que los
pacientes con VIH ya sea con o sin falla al tratamiento antirretroviral.

Tabla 2.- Concentracion sérica de interleucinas en pacientes pediatricos con y sin falla al
tratamiento antirretroviral

SIN FALLA (n=15) CON FALLA (n=11) SIN VIH (n=13)

Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)
IL-2 (pg/mL) 27 (1-155) 1(1-114) NA*
IL -6(pg/mL) 6 (2-171) 13 (2-70) 2 (2-216)
FNTa (pg/mL) 23 (2-94) 8(2-72) 2 (2-23)
IL-10 (pg/mL) 4 (1-86) 2 (1-10) NA*

* NA: No Aplica

La proporcion de nifios que viven con VIH que tuvieron valores de IL-6 mayor al percentil 90 (>
28pg/mL) del grupo de pacientes sin infeccion por VIH, fue de 26.9% (7/26 pacientes). En relacion
a FNTa se observaron 11 pacientes con valores séricos mayores al percentil 90 >20pg/mL de los
sujetos sin infeccion (42.3%). (Graficas 1y 2)

Concentracion sérica de FNTa en pacientes
con VIH Vs pacientes sanos
100
g 90 *
E 80
ﬁ 70 *
i .
:E AQ % Con VIH
g 30 * ” * . ” W SANOS
g 20 g ee 7
S 10 & *
© o nutm Unmnnlime e ¢%¢e
0 5 10 15 20 25 30
No. de paciente

Grafica 1.- Concentracion sérica de FNTa en pacientes con infeccion por VIH en comparacién con pacientes
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sin VIH

Concentracion sérica de IL-6 en
pacientes con VIH Vs nifios sanos

250

200 L
& 150 ¢ *
§ 100 4 Con VIH
E 50 & < * ¢ M Sanos
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£ 0 5 10 15 20 25 30
§ No. de pacientes
S

Grafica 2.- Concentracion sérica de IL-6 en pacientes que viven con VIH en comparacion con nifios sanos

El porcentaje de nifios sin falla al tratamiento antirretroviral que presentaron niveles séricas de IL-6
mayor al percentil 90 de nifios controles, fue de 20% (3/15) y del grupo con falla al tratamiento fue
de 36.3% (4/11). En el grupo de nifios sin falla, el 53.3% (8/15) presentaron la concentracion sérica
de FNTa mayor a la percentila 90 del grupo control (20pg/mL), y en el grupo con falla el 27.2%
(3/11) supero al percentil 90 de la concentracion de nifios sin infeccion (20pg/mL) (Grafica 3 y 4).

Concentracion sérica de IL-6 en
pacientes con VIH con y sin falla Vs

Sanos

250
—r

[ |
"aE‘a 200 o
£ 150 * _
g # Con VIH sin falla
= 100
S M Sano
T 50 A * . =
£ & Con VIH con fall
g 0 menln®entéVame® on VIH con falla
§ 0 > 10 15 20
g No. de paciente
=]
=

Grafica 3.- Concentracion sérica de IL-6 en pacientes con infeccion por VIH con y sin falla a tratamiento
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antirretroviral en comparacion con niflos sanos.

Concentracion sérica de FNTa en
pacientes con VIH con y sin falla Vs
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Grafica 4.- Concentracion sérica de FNTa en pacientes que viven con VIH con y sin falla al tratamiento
antirretroviral en comparacioén con nifios sanos

En relacion a los niveles séricos de IL-2 e IL-10 en el grupo control no se contd con el reactivo
necesario para su obtencion

Con respecto al tratamiento antirretroviral, en los quince pacientes sin falla, 6 tenian antecedente de
haber recibido un solo esquema, y el esquema mas comunmente empleado al momento de realizar el
estudio consistio en AZT, 3TC y LPV/r en la tercera parte de ellos.

Las caracteristicas de los pacientes con falla al tratamiento antirretroviral y los esquemas de

tratamiento que fueron utilizados de forma secuencial asi como el tiempo de fallay valores de carga
viral y linfocitos CD4+ se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. - Caracteristicas de pacientes con falla al tratamiento antirretroviral

PACIENTE  EDAD TIPO DE FALLA TIEMPO DE CARGA CD4 TRATAMIENTOS

(afios) FALLA VIRAL EMPLEADOS*

2 3 VIROLOGICA >1 ANO 93 992 AZT+3TC+LPV/r
EFV + RAL+LPV/r

4 7 VIROLOGICA >3 ANOS 7844 382 AZT+3TC + NVP
INMUNOLOGICA AZT+3TC+LPV/r
ABC+3TC+LPV/r

6 4 VIROLOGICA 1 ANO 6 M 486 649 AZT+3TC+LPV/r

8 16 VIROLOGICA 6 MESES 2447 571 AZT+ 3TC+LPV/r
DRV/r+ RAL+TDF

10 5 INMUNOLOGICA 2 ANOS 39 433 AZT+3TC+LPV/r

*Los esquemas antirretrovirales se expresan de manera secuencial en temporalidad. AZT zidovudina.-, 3TC.- lamivudina,
EFV.- efavirenz, LPV/r.- lopinavir/ritonavir. DRV/r.- darunavir,/ritonavir. TDF tenofovir, D4T estavudina, ABC.- Abacavir .
RAL.- raltegravir. DDI.- didanosina.- SQV saquinavir .
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DISCUSION

El VIH causa una destruccion de células CD4 por diversos mecanismos, condicionando una pérdida
de la regulacion y con ello, deterioro del sistema inmune de manera gradual.

Uno de estos mecanismos es la produccion de citocinas, entre ellas las citocinas pro y
antiinflamatorias, siendo evidente en este trabajo que existe un incremento tanto de interleucinas
proinflamatorias de manera sustancial asi como de interleucinas antiinflamatorias en nifios que viven
con VIH en comparacién con nifios sin la enfermedad.

En relacion a las interleucinas proinflamatorias, se reporta en la literatura que los pacientes que viven
con VIH con concentraciones séricas elevadas de IL-2 tienen mejor control de la enfermedad y
disminucion de la progresion. Si bien en nuestro trabajo no se reportan niveles tan elevados como en
el articulo de Johann y col., en donde los pacientes con inmunosupresion severa tuvieron una media
de concentracion de 18.2pg/mL en comparacion con los pacientes sin inmunosupresion con media de
134pg/mL, si se observaron concentraciones séricas mas elevadas en los pacientes sin falla al
tratamiento

En relacion a FNTa e IL-6, Reus y colaboradores concluyeron que en adultos con VIH los mayores
valores de estos marcadores inflamatorios se observan en aquellos casos con traslocacion bacteriana y
antecedentes de enfermedad cardiovascular. Heijligenberg y col. determinaron que la concentracion
plasmatica de FNTa fue mas alta en pacientes con SIDA (adultos) con una media de 24 pg/ml
(intervalo de 17-31 pg/ml) en comparacion con los controles con una media de 8pg/ml (intervalo de
1-16 pg/ml). En nuestro trabajo pudimos determinar que en la poblacion pediatrica se comporta de
manera similar con una mediana de 18pg/ml en nifios con VIH en comparacién con 2 pg/ml en el
grupo sin la infeccion.

De manera similar a lo reportado en la literatura en relacion a concentracion sérica de interleucinas
antiinflamatorias en los pacientes que viven con VIH, (en este caso, IL-10), concentraciones séricas
disminuidas se relacionan con progresion de la enfermedad y viremia, similar a lo encontrado en
nuestro estudio.

Con base en estos resultados, es posible que los nifios que viven con VIH, presenten una
desregulacion en la red de citocinas y con ello un estado proinflamatorio cronico. Por otro lado, se
hace evidente que esta desregulacion de la red de citocinas se presenta tanto en los nifios con y sin
falla al tratamiento, medido desde el punto de vista virologico, sin embargo es posible que aun
teniendo supresion de carga viral el sistema inmune continte alterado y por lo tanto pareciera no
existir una relacion entre la reduccion de la carga viral y el incremento del nivel de interleucinas.
Hasta el momento no se cuenta con estudios al respecto en poblacion adulta con transmision vertical
de VIH. .

Dentro de las limitaciones de este estudio se debe considerar el tamafio de muestra que fue pequefio
y el no haberse contado con reactivo suficiente para la medicion sérica de IL-2 y de IL.10 en el
grupo sin VIH.

No se tienen datos en relacion de valores de referencia de las distintas interleucinas en pacientes
pediatricos que viven con VIH, por lo que no se pueden establecer valores de normalidad en este
grupo de pacientes y por lo tanto los resultados obtenidos en este proyecto pueden ser cimiento para
futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES

1.- Los niveles séricos de citocinas (IL-6 y FNT a) estan mas elevados en los pacientes que viven con
VIH en comparacion con nifios sin la enfermedad.

2.- Los niveles séricos de citocinas (IL-2, IL-6, IL-10 y FNTa) entre los nifios con o sin falla al
tratamiento antirretroviral son similares.
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ANEXO 1

“HOJA DE RECOLECCION DE DATOS”

Fecha de recoleccion de la muestra Folio
Nombre NSS

Edad: Género
Talla Peso Estado nutricional
Fecha de nacimiento Fecha de diagnostico de VIH

Cuenta de CD4 al momento de la toma

Carga viral al momento de la toma de la muestra
Tratamiento antirretroviral utilizado

Fecha de inicio de tratamiento actual

Tiempo de falla virologica

Tiempo de falla inmunologica

Resultados.-
IL 2 IL6 IL 10 FNT a
FECHA | CARGA | CUENTA | PORCENTAJE OBSERVACIONES
VIRAL CD4 CD4
FECHA DE INICIO FARMACOS UTILIZADOS OBSERVACIONES
Y TERMINO

Persona responsable del estudio: Mariana Simano Avifia R6IP 9923661
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ANEXO 2

“TECNICA DE ELISA PARA CUANTIFICACION DE CITOCINAS

Se realizara la determinacion de citocinas en plasma mediante analisis de ELISA tipo sandwich en
pacientes que cuenten con los criterios de inclusion, utilizando el set de OptEIA®.

Esta técnica se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los
conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedard inmovilizada y, por tanto, sera
facilmente revelada mediante la adicion de un sustrato especifico que al actuar la enzima, producira
un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un espectdometro o un
colorimetro.

Preparacion estandar y manejo

1. Reconstitucion: Después de resguardar el estandar liofilizado a temperatura ambiente.
Reconstituir el estandar liofilizado con 1.0 mL de agua ionizada para producir el estandar.
Dejar en reposo el estandar por al menos 15 minutos antes de realizar las diluciones. Mover
suavemente para mezclar.

2. Almacenamiento/Manejo del estindar reconstituido: después de las reconstituciones,
inmediatamente vaciar en viales de polipropileno 50 pul en cada vial y congelar a -80°C hasta
por 6 meses. Si fuera necesario, almacenarlo entre 2-8°C hasta por 8§ horas previo a realizar la
alicuota / congelar. No dejar el estandar a temperatura ambiente.

3. Preparacion de los estandares para las pruebas:

a) Preparar 500 pg/mL del estandar a partir del estdndar reservado. Mezclar.

b) Agregar 300 pL del diluyente de prueba en 6 tubos. “Etiquetar” como 250 pg/mL, 125
pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15.6 pg/mL y 7.8 pg/ mL.

c) Realizar las diluciones seriales agregando 300 pl de cada estandar al siguiente tubo y
mezclando entre cada una de las transferencias. La dilucion de prueba se utiliza como el
estandar cero (0 pg/mL).

Las diluciones seriales entre los tubos pueden ser realizadas pipeteando 100 pl de la dilucion de
prueba en cada recipiente con estandar excepto el mas elevado (500 pg/mL), y después anadiendo
100 ul del estandar de 500 pg/mL en ambos recipientes y en el de 250 pg/mL, mezclando el
contenido de los recipientes.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA RECOMENDADO

1. Cubrir la microplaca con 100 pul cada uno de los pocillos del anticuerpo de captura diluido en
la solucion amortiguadora. Tapar la microplaca e incubar durante toda la noche a 4°C.

2. Aspirar los pocillos y lavar 4 veces con > 300 pL/pocillo de agua de lavado, durante 30
segundos entre cada uno de ellos. Después del ultimo lavado, voltear la placa y dejar escurrir
sobre el papel absorbente para eliminar todo residuo de la soluciéon amortiguadora.

3. Llenar la placa con > 300 uL/pocillo de la disolucion de prueba “buffer de bloqueo”. Incubar
a temperatura ambiente por 1 hora.
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10.

11.

12.

13.
14.

Aspirar y lavar de acuerdo al punto 2.

Preparar el estandar y las diluciones de muestra en la disolucion de prueba.

Pipetear 100 pL. de cada estandar, muestra y control dentro del pocillo apropiado por
duplicado o triplicado. Cerrar la placa e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
Aspirar/lavar como en el punto 2.

Agregar 100 pL del anticuerpo de deteccion en cada pocillo. Cierra la placa e incuba por 2
horas a temperatura ambiente.

Aspirar/lavar como en el punto 2.

Agregar 100 pL de anticuerpo conjugado (STRP-HRP) en cada pocillo e incubar durante 30
min a temperatura ambiente

Aspirar/lavar como se menciona en el punto 2, pero un total de 7 lavados. NOTA: en este
lavado final, remojar los pocillos en agua amortiguadora durante 30 seg — 1 minuto para cada
lavada.

Agregar 100 pL de Solucion Substrato a cada pocillo. Incubar la placa (sin cerrar la placa)
durante 30 minutos a temperatura ambiente en la obscuridad.

Agregar 50 pL de solucion de paro a cada pocillo. NO LAVAR

Leer la absorcion a 450nm dentro de los 30 minutos de que se detuvo la reaccion. Si la
correccion de las ondas puede regularse, modificarla a 570 nm.
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