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COMPORTAMIENTO DE LA FORMA SOLUBLE DE L-SELECTINA EN NINOS INFECTADOS CON HIV
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Resumen

La L-selectina es una molécula de adhesién responsable de la adhesion inicial de los leucocitos al

endotelio. Esta molécula es liberada desde la superficie celular por clivaje proteolitico después de la

activacion leucocitaria. Se midieron los niveles séricos de la forma soluble de la L-selectina (sL-selectina) en 51
nifios HIV(+) y en 15 controles sanos HIV(-). Estos valores se compararon con parametros de activacién inmune y
de progresion de enfermedad. La concentracion de sL-selectina se encontr6 significativamente aumentada en el
grupo de pacientes HIV(+). Dichos niveles eran mas altos en los pacientes con mayor inmunosupresién. Se en-
contré una correlacion positiva entre los niveles de sL-selectina y el nimero relativo de LTCDS, y entre sL-selectina
y los niveles de la forma soluble de la molécula de adhesién intercelular-1(sICAM-1) y la inmunoglobulina A(IgA).
No se obtuvo correlacion significativa entre sL-selectina y los valores de la carga viral (CV) plasmatica. El aumen-
to en los niveles de sL-selectina seria otro componente entre las multiples alteraciones inmunolégicas producidas
por el HIV.
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Abstract Circulating soluble selectins in HIV infected children. L-selectin is an adhesion molecule that is
responsible for the initial attachment of leukocytes to endothelium. After leukocyte activation L-selectin
is endoproteolytically released from the cell surface. In order to analyze the relationship between soluble L-selectin
(sL-selectin) and parameters of immune activation and disease progression, 51 HIV infected children and 15 healthy
controls were studied. Serum L-selectin concentrations were significantly higher in HIV infected children than in the
control group. Levels of sL-selectin were higher in HIV infected patients with severe immunologic suppresion than
in those with moderate or no evidence of suppresion. A positive correlation between sL-selectin levels and LTCD8
counts, sL-selectin and soluble intercellular adhesion molecule-1(sICAM-1) and immunogobulin A (IgA) levels was
detected. On the contrary sL-selectin concentration did not correlate with plasmatic viral load. The correlation with
parameters of immune activation may implicate involvement of sL-selectin in the immunopathogenesis of HIV infection.
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La capacidad de los leucocitos para migrar desde la
periferia hacia los tejidos es un paso critico de la res-
puesta inmune, estando involucradas en este proceso
varias moléculas de adhesion® 2.

La L-selectina, miembro de la familia de moléculas
de adhesion que incluye también a la E-selectina y P-
selectina, es responsable de la adhesion inicial de los
leucocitos al endotelio vascular®t. Esta molécula se ex-
presa en la superficie de linfocitos, neutréfilos, monocitos,
eosinofilos, células precursoras hematopoyéticas y
timocitos inmaduros’. L-selectina es una proteina alta-
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mente glicosilada de 95-105 kD en neutréfilos y 74 kD
en los linfocitos® ®. Interviene en la migracion linfocitaria
a los ganglios linfaticos periféricos a través de la
interaccién con GlyCAM-1' 11 vy en la adhesion de
linfocitos, neutréfilos y monocitos al endotelio activado
por citoquinas en los sitios de inflamacion'? 314, Han si-
do identificados varios ligandos de L-selectina sobre las
células endoteliales, GlyCAM-1, CD34 y MAdACAM-1, to-
dos conteniendo dominios de mucina glicosilada®s 617

La forma soluble de L-selectina (sL-selectina) esta
presente en el plasma debido al clivaje mediado por una
metaloproteinasa de la L-selectina expresada en la su-
perficie celular’®®2, |a sL-selectina derivada de los
linfocitos tiene un peso molecular de 62 kD, mientras que
el fragmento derivado de los neutrdfilos es de 75-100
kD. La forma soluble retiene la bioactividad y en altas
concentraciones puede inhibir la unién de los linfocitos
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al endotelio, sugiriendo su posible rol en la modulacion
de esta union in vivo?.

Mientras que sL-selectina puede ser detectada en la
circulacion de individuos normales, se han reportado nive-
les aumentados de la misma en pacientes con sepsis, en-
fermedades inflamatorias, autoinmunes y en leuce-
mias??5. Pacientes adultos HIV (+) muestran también un
incremento en los valores plasméaticos, habiéndose com-
probado ademas que la actividad viral induce la expresion
de L-selectina y el “homing” de linfocitos T2°.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los nive-
les de sL-selectina en pacientes pediatricos HIV (+), y
su correlacion con pardmetros de activacion inmune y
progresion de enfermedad.

Pacientes y métodos

Poblacion: En este estudio se incluyeron pacientes HIV (+) asis-
tidos en la Division Inmunologia Clinica del Hospital Pedro de
Elizalde entre enero y julio del 2000. Las muestras fueron obte-
nidas de 51 nifios infectados por el HIV (26 varones y 25 muje-
res) con edades comprendidas entre 9 meses y 11 afios. La
seropositividad de los pacientes fue confirmada por andlisis de
ELISA y Western Blot, comprobandose transmision vertical en
49 de ellos, mientras que los dos restantes adquirieron la infec-
cién por via transfusional. El 94% de los pacientes recibian tra-
tamientos antiretrovirales combinados con inhibidores de
proteasas, mientras que el 6% restante era virgen de tratamien-
to dado lo reciente de su positividad serolégica. Las muestras
controles fueron obtenidas de 15 nifios sanos HIV (=) con eda-
des entre 1y 7 afios, provenientes del Servicio de Proteccion y
Prevencion de la Salud. Se obtuvo el consentimiento informado
de los padres de todos los nifios incluidos en el estudio.

Determinacién de sL-selectina, sICAM-1 e IgA. Los niveles
séricos de sL-selectina y sICAM-1 fueron medidos por una téc-
nica de ELISA sandwich cuantitativo (R & D System, USA). Las
muestras se diluyeron 1 en 100 para sL-selectinay 1 en 20 para
sICAM-1 al momento del ensayo. Los niveles de IgA se estu-
diaron por nefelometria (Array System, Beckmann).

Determinacion de las subpoblaciones linfocitarias. Los va-
lores relativos de linfocitos T (LT) CD3+, CD4+ y CD8+ fueron
evaluados mediante doble marcacion con anticuerpos
monoclonales y analizados por citometria de flujo (FACScan,
Becton Dickinson).

Determinacioén de la carga viral plasméatica. La cuantificacion
de la carga viral plasmatica de ARN- HIV-1 se realizé por el
método Nuclisens NASBA (Organon Teknika), con un umbral
de deteccién de 80 copias de ARN por ml.

Anadlisis estadistico. Las diferencias entre grupos fueron
evaluadas mediante el test de Kruskal-Wallis. El coeficiente de
correlacion de Spearman se utilizé para establecer el grado de
correlacion entre dos variables cuantitativas medidas con error
estadistico.

Resultados

Los niveles de sL-selectina (media + DE, ng/ml) se en-
contraron significativamente aumentados en los nifios
HIV (+) en comparacién con los controles sanos (Co).
(HIV: 2556 + 684, n =51; Co: 1447 + 212, n = 15, p<
0.05). (Figura 1).
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Al dividir la poblacién HIV (+) segun el grado de
inmunosupresién se encontré que los niveles de sL-
selectina estaban mas elevados (p<0,05) en los pacien-
tes con inmunosupresién severa (LTCD4 <15%, sL-
selectina: 2906 + 588 ng/ml, n = 25), con respecto al
grupo de pacientes con inmunosupresion leve o mode-
rada (LTCD4 > 15%, sL-selectina: 2176 + 570 ng/ml, n =
26). (Figura 2).

También se evaluaron las correlaciones entre los ni-
veles séricos de sL-selectina y pardmetros de activa-
cién inmune (LTCD8,sICAM-1,IgA) y de replicacion viral
(carga viral). Se encontré una correlacion positiva mar-
cada entre sL-selectina y el nimero relativo de LTCD8
(r = 0.52, p<0.05) y sL-selectina con sICAM-1 (r = 0.59,
p< 0.05). La correlacion positiva entre sL-selectina e IgA
fue débil (r = 0.38 p<0.05), mientras que los valores de
sL-selectina no mostraron correlacién significativa con
la carga viral plasmatica. (Figura 3).
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Figura 1.— Niveles séricos de la forma soluble de L-selectina
(sL-selectina) en 15 controles sanos HIV () y en 51 nifios
HIV (+). (Las barras horizontales indican el valor medio de
cada grupo).
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Fig. 2.— Niveles séricos de sL-selectina (media + DE) en nifios
HIV (+) agrupados segun el grado de inmunosupresion.
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Fig. 3.— Analisis de correlacion entre los niveles de sL-selectinay LTCD8, sICAM-1, IgA y carga viral.

Discusion

Los datos presentados muestran que los niveles de sL-
selectina se encuentran elevados en los nifios HIV(+) y
se correlacionan con la severidad de la inmunosupresion.
Estos datos concuerdan con estudios previos que mues-
tran el incremento de los niveles de sL-selectina en pa-
cientes adultos HIV (+)? aun cuando hay diferencias en
el modo de transmision y en el comportamiento del sis-
tema inmune del nifio?.

La activacion del sistema inmunolégico se observa
tempranamente en la infeccion por HIV, produciéndose
no sélo una respuesta inmune especifica mediada por
anticuerpos, sino también una estimulacion general del
sistema inmune. Durante este proceso las células T au-
mentan la expresion de varias proteinas de superficie
gue median la adhesion a otras células y a otras molé-
culas de la matriz extracelular. El estado de activacion
inmune puede ser evaluado por los incrementos tanto
en el nimero de LTCD8+ como de factores séricos so-
lubles como la B2 microglobulina, neopterina, IgA el re-
ceptor soluble de IL2, etc.%. La correlacién obtenida en-
tre el nimero relativo de LTCD8+ y los niveles de sL-
selectina indicaria la potencial utilidad de esta molécula
como marcadora de activacion. Por otro lado, la buena
correlacion con sICAM-1, molécula marcadora de acti-
vacion inmune y de progresion de enfermedad?-° refle-
jaria que la actividad viral induce la liberacion coordina-
da de ambas moléculas de adhesion solubles a través
de citoquinas mediadoras de inflamacion®*3. La baja

correlacion observada con IgA sugeriria que la expre-
sion de sL-selectina e IgA podria ser afectada por esti-
mulos diferentes.

La falta de una correlacion significativa entre los ni-
veles de sL-selectina y la carga viral plasmética permite
suponer que ambas variables no estan directamente re-
lacionadas. Ademas, el tratamiento antirretroviral
implementado en los pacientes podria afectar de modo
distinto el comportamiento de ambos parametros.

Los niveles liberados a la circulacion de algunas mo-
|éculas de adhesiéon solubles como sVCAM-1, sICAM-1
y sE-selectina, muestran una correlacion directa con la
expresion de estas moléculas en la superficie celular®.
La forma soluble de L-selectina podria actuar como
inhibidor competitivo de la L-selectina expresada en
membrana, regulando la adhesion celular o iniciando una
respuesta en las células que expresan su ligando.

Los niveles mas altos de sL-selectina se encontraron
en los pacientes con mayor compromiso inmune, sugi-
riendo que tales valores podrian ser debidos a una condi-
cion inflamatoria exacerbada consecutiva al mayor
pegamiento de linfocitos al endotelio activado, y reflejaria
el grado de diseminacioén extravascular de la infeccion.

El HIV estimula la sobreexpresion de L-selectina y el
consiguiente incremento del “homing” de células T2,
mecanismo que induciria secundariamente fenémenos
de apoptosis mediados por los receptores de “homing™s.
Esta situacion explicaria el aumento en los niveles de
sL-selectina observado en los pacientes deplecionados
de LTCDA.
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Son necesarios estudios longitudinales que evallden

los niveles de sL-selectina en el curso de la infeccion por
HIV y su relacion con determinaciones seriadas de car-
ga viral, como asi su comportamiento ante la aparicién
de enfermedades concurrentes y la implementacion de
nuevos esquemas terapéuticos. Aunque el significado
biologico del incremento en los niveles de sL-selectina
no esta del todo aclarado, dicho aumento es otro aspec-
to de las multiples alteraciones inmunoldgicas que acom-
pafian a la infeccion por HIV.
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