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1.1.- El virus de la inmunodeficiencia humana

El virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1, a partir de ahora
VIH), es un retrovirus encapsulado. Al ser un tipo de virus que persiste y que conti-
nda su replicacion sin causar problemas aparentes durante afios, a este grupo de re-
trovirus se les denomind lentivirus. Los lentivirus se distinguen de los otros retrovirus
por: a) su aspecto morfoldgico (en el virién maduro, la nucleocapside es cilindrica o de
cono truncado); b) por la presencia de ciertos genes reguladores que no se encuentran
en otros retrovirus (tat y rev); c) por el curso bifasico de la expresion de sus genes
(actividad y latencia)’. Como el VIH tiene tropismo por la molécula CD4, infecta dos
tipos de células mononucleares sanguineas, a los linfocitos CD4* (denominados linfo-
citos helper) y a los macrofagos, y tiene la capacidad de persistir en los organismos
que infecta a pesar de las fuertes respuestas inmunoldgicas celulares y humorales que
induce. El VIH es el agente causal del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA,
sida).

El VIH se transmite por la sangre o sus derivados, por contacto sexual y de
madre a hijo, bien sea durante el embarazo, el parto o la lactancia materna. No hay
evidencias que mantengan que el virus se pueda transmitir por contactos casuales o
por la picadura de insectos. Mientras que en los paises desarrollados las formas mas
habituales de transmision han sido la homosexual o el uso compartido de agujas entre
los toxicomanos, en los paises en vias de desarrollo la transmisidén heterosexual es la
mas frecuente. En la actualidad, la transmision heterosexual del VIH en los paises oc-
cidentales esta incrementandose llamativamente debido a las practicas sexuales sin
control preventivo, muy por encima de los niveles de incremento observado en los
otros grupos. En los sujetos infectados, el virus se encuentra en forma libre en el
plasma, semen y secreciones vaginales o infectando células mononucleares presentes
en los mismos fluidos. Antes de que se conociera el virus y se desarrollaran métodos
para su deteccidn, una gran proporcion de hemofilicos (que necesitan continuamente
hemoderivados) resultaron infectados por el VIH. Debido a la gran dificultad que supo-
ne recoger datos epidemioldgicos en los paises en vias de desarrollo, que son los pai-
ses mas afectados por la infeccion con el VIH, la organizacion mundial de la saiud
(OMS) trabaja siempre con estimaciones de seroprevalencia y casos de sida. La OMS
estima que en el afio 2000 existian unos 10 millones de casos acumulados en el mundo

de sida y entre 40 y 100 millones de personas infectadas por el virus.
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Como todos los retrovirus, posee 3 genes: gag, po/y env. La forma integrada
del VIH, también conocida como provirus, esta flanqueada a ambos lados por una se-
cuencia repetida denominada Long Terminal Repeats, LTR, que intervienen en la inte-
gracion virica en el cromosoma humano y en la regulacion de su genoma. Como se
aprecia en la figura 1.1, los genes del VIH se localizan entre estas dos regiones y codi-
fican 9 proteinas divididas en tres clases:

- Estructurales: Gag, Pol y Env

- Reguladoras: Taty Rev

- Accesorias: Vpu, Vpr, Vif y Nef.

~l 9200 KB L

_

vif

LTR

LTR

pol vpr <+ tat -»

Figura 1.1. Esquema de la organizacion genética del VIH

Como el genoma puede ser leido en tres marcos de lectura diferentes y por el
fendmeno denominado afternative splicing, los genes viricos se solapan, por lo que con
un pequefio fragmento de ADN el VIH es capaz de codificar muchas proteinas. La pro-
teasa viral se encarga de fragmentar las proteinas estructurales decodificadas en otras
proteinas mas pequefias, pero con actividad bioldgica. Estas son:

- La glicoproteina extracelular gp120 y la glicoproteina transmembranaria gp41,
ambas derivadas de un precursor comun, la gp160 y codificados por el gen env.

- Las proteinas p55, p40, p24 (antigeno del nicleo), p17 (matriz) y p7 (nucleo-
capside), componentes virales que forman parte de la nucleocapside y la matriz viral,
codificados por el gen gag.

- Las enzimas, p51 (retrotranscriptasa), p11 (proteasa), p32 (integrasa) y p16
(ribonucleasa), codificada por el gen po/.

Ademas de los genes estructurales?, el VIH posee otros que le diferencian de

los demas retrovirus, que codifican las proteinas reguladores (tat y rev) y las acceso-
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rias (nef, vpr, vpu y vif). La proteina tat es una transactivadora de la transcripcién y es
fundamental para la replicacion del VIH, mientras que rev es una proteina con afinidad
por ARN que le ayuda a salir del nlcleo celular para dirigirse al citoplasma. Las protei-
nas accesorias no son necesarias para el ciclo vital del VIH, pero le confieren ciertas
caracteristicas de virulencia o latencia.

El virus maduro® consiste en un nlcleo proteico denso que contiene el geno-
ma viral (dos hebras monocatenarias de ARN de unos 9.200 pares de bases) y las en-
zimas transcriptasa reversa, proteasa, ribonucleasa e integrasa, todo ello envuelto en
una bicapa fosfolipidica que contiene 72 proyecciones del antigeno viral gp120 (figura

1.2). El tamafio aproximado del virus es de unos 90-100 nm de diametro.

Figura 1.2. Esquema del VIH

La antigenicidad de estos componentes son la base para la formacion de anti-
cuerpos especificos contra ellos que se pueden analizar en el laboratorio. El mas bus-
cado para su deteccién en las pruebas seroldgicas es el p24.

1.1.1.- Ciclo biologi

Gracias a la glicoproteina gp120, las particulas virales se unen a los receptores
celulares apropiados, las moléculas CD4 presentes en los linfocitos helper o en los mo-
nocitos y macréfagos. La virtud fusogénica de gp41 permite que por endocitosis los
virus penetren al interior celular®. Antes de la fusién y penetracidn, gp120 debe unirse
a correceptores en la membrana de la célula diana. Estos correceptor se ha identifica-

do como receptores de quimiocinas, (siendo los mas significativos el CCR5 y el CXCR4).




TARGA y recuperacion inmunologica

Se han descrito variantes diferentes de VIH con respecto al tipo de correceptor que
utilizan. Asi, las cepas de VIH macrdfagotropicas utilizan el correceptor CCR5 y son las
que predominan durante la primoinfeccidon, mientras que las cepas VIH que necesitan
el CXCR4 tienen preferencia por los linfocitos CD4*, se les denomina linfotrépicos y
predominan en las fases cronicas de la enfermedad. Los correceptores son tan impor-
tantes que de hecho se han descrito mutaciones en éstos que confieren resistencia a la
infeccion por el VIH. La probabilidad de infeccion estd en funcion del nimero de parti-
culas virales infectivas y del niUmero de células sensibles a ser infectadas. Una vez
dentro de la célula, la particula viral se desprende de su envuelta proteica y libera su
ARN. La enzima retrotranscriptasa convierte una molécula de ARN en su copia com-
plementaria de ADN, el ADN proviral, el cual se integra en el cromosoma eucariota tras
la accion de la integrasa viral. Es mas, las respuestas terapéuticas observadas soportan
que la Unica forma de eliminar el virus es destruir las células infectadas que lo portan
integrado, pues al formar parte de su dotacion genética, tras la activacion celular estas
células expresaran los genes del VIH y generaran nuevas poblaciones de viriones que a
su vez podran sequir infectando a nuevas células virgenes. Se calcula que en el sujeto
infectado por el VIH, diariamente se generan unas 10'%iriones que circulan libres en el
plasma (con una vida media corta de 6 horas), o integrados en unos 107-10° linfocitos
CD4+ circulantes (0,1% del total del organismo). El 99% del VIH integrado se trans-
cribe tras la activacion de los linfocitos CD4+, cuya vida media puede llegar a ser de
hasta 300 dias. La produccidn de nuevas particulas virales por parte de los provirus
integrados esta regulada por los mecanismos normales de transcripcion celular. Asi, la
activacion de los linfocitos CD4* induce la expresién del factor NF-xB, que se une al
LTR proviral e inicia la transcripcién del genoma del VIH en ARN®, se transcriben las
proteinas viricas y se forman las nuevas particulas virales generadas, que salen de la
célula huésped mediante gemaciones de la membrana plasmatica, llevandose un frag-
mento de ésta.

El VIH tiene la facilidad de mutar rapidamente debido a la baja fidelidad de co-
pia de la transcriptasa reversa, la cual introduce una mutacion cada 2.000 incorpora-
ciones de nucledtidos. Esto permite la aparicion de nuevas variantes que, entre otras
cosas, puede transferir resistencias a los farmacos en uso y escaparse a la accion del
sistema inmunoldgico al no poder ni los anticuerpos ni las células citotdxicas reconocer

las nuevas isoformas de las proteinas virales.
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1.2.- Inmunopatogenia viral

La infeccidon por VIH se caracteriza por un deterioro progresivo del sistema in-
mune que conduce a una profunda inmunosupresion. La progresion de la enfermedad
lleva a la aparicidn, en ausencia de tratamiento eficaz, de enfermedades oportunistas
potencialmente letales, de tumores, y de anormalidades neuroldgicas y hematopoyéti-
cas. Esta ultima fase de la enfermedad se denomina sindrome de inmunodeficiencia
adquirida o sida.

Desde un punto de vista clinico, la enfermedad ocasionada por el VIH se puede
dividir en tres fases:

a) la primoinfeccion, que se caracteriza por unas manifestaciones similares a
una mononucleosis infecciosa y de severidad variable y transitoria.

b) un periodo denominado de latencia clinica, sin sintomatologia, que tiene
una duracién aproximada de hasta 10 afios y que cuando se manifiesta ya se puede
constatar un descenso significativo de los linfocitos CD4+.

c) y por ultimo, la fase de enfermedad manifiesta o sida.

Poco después de que el virus penetre en el organismo, se multiplica y se dise-
mina por él, ocupando predominantemente los tejidos linfoides®. Este incremento del
numero de particulas virales infectivas es contrarrestado parcialmente por la respuesta
inmunoldgica. Esta efectividad parcial no consigue erradicario del organismo, originan-
dose un estado de infeccion crénica con una persistente replicacion viral a lo largo de
todo el curso de la enfermedad, incluso en los momentos de latencia clinica, que no
son, y no se deben confundir, con los de latencia viral. Como se ha sefalado antes, el
tejido linfoide es el mayor reservorio de virus y es donde tiene lugar la replicacién acti-
va de éste. Ello queda presente, ya desde los inicios de la infeccion por el VIH, por la
hiperplasia de los nddulos o ganglios linfaticos. Los viriones son atrapados en los cen-
tros germinales en las células dendriticas foliculares aun estando rodeados de anti-
cuerpos neutralizantes. Asi se estimula continuamente a las células linfoides y ademas
los virus emergentes se exponen a los linfocitos CD4*, que en su paso migratorio ac-
ceden a los nddulos linfaticos.

Las respuestas anti-VIH, de tipo humoral y las mediadas por células, se detec-
tan ya desde los primeros momentos de la infeccion. La inmunidad mediada por células
(critica para la erradicacion de células infectadas por patdgenos intracelulares, como es
el caso del VIH) consiste principalmente en los linfocitos CD8* citotdxicos, especificos
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anti-VIH. Su accion efectora provoca una destruccion de las células que activamente
producen nuevos virus. Por otro lado, la respuesta humoral o de anticuerpos especifi-
cos anti-VIH, también contribuye para controlar la viremia mediante la formacion de
inmunocomplejos de virus-inmunoglobulina-complemento que posteriormente son
atrapados por la trama reticulo-endotelial.

Se han postulado muchas hipétesis para explicar la progresion de la enferme-
dad ocasionada por el VIH y, entre ellas, se incluyen tanto mecanismos viroldgicos
como inmunopatogénicos’®. Dentro de los primeros destacan por su importancia la
citopaticidad mediada directamente por el VIH o la inducida a través de la formacion
de sincitios, que son células heterocariontes no viables fruto de la fusion de muchos
linfocitos CD4+. La relacion entre virus y huéspedes es variable y compleja. Los virus
altamente citopaticos se deben controlar eficientemente por el sistema inmune para
ser erradicados. Por el contrario, los virus que no son citopaticos pueden sobrevivir y
coexistir con sus huéspedes a pesar de la calidad de la respuesta inmune que induz-
can. ¢Es realmente el VIH un virus citolitico /n vivo? El VIH es un retrovirus que se in-
tegra en el genoma de la célula que infecta y la citopaticidad no es una de sus carac-
teristicas de grupo, sino mas bien la transformacion neoplasica. Muchos autores sos-
tienen que los mecanismos que conducen a la inmunosupresién son mas bien inmuno-

patolégicos que citopdticos y que son multifactoriales y multifasicos.

Entrada del VIH

Localizacion en tejidos linfoides

Activacién del sistema inmunologico
Diseminacién
viral
Aclaramiento parcial del VIH Pérdida progresiva de
por la respuesta inmunolégica la inmunocothencia
Persistencia de replicacion Potenciacion de la

viral en tejid%‘ /repl'vcién viral

Hiperestimulacion crénica del
sistema inmune

v

Destruccion progresiva del tejido linfoide
sida

Figura 1.3. Inmunopatogenia del VIH
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Como el VIH no se llega a eliminar del organismo, su persistencia conduce a
una hiperactivacion crénica del sistema inmunoldgico, lo cual actuaria en detrimento de
la homeostasis del sistema inmune (figura 1.3).

La naturaleza compleja de la enfermedad incluye varias caracteristicas super-
puestas entre las que se han propuesto:

1.- La persistencia de la replicacién viral® que provoca también una persistente
y aberrante activacion del sistema inmunoldgico y en Gltima instancia el progresivo
deterioro, tanto cualitativo como cuantitativo, del sistema inmunoldgico.

2.- Defectos funcionales en los linfocitos CD4 mediados por sefales negativas al
interaccionar gp120 con CD4.

3.- La homologia que existe entre las moléculas de la envuelta del VIH y el HLA
de tipo II"°. Esto hace que en la respuesta normal de anticuerpos anti-VIH se originen
también anticuerpos contra el HLA II. Asi, estos anticuerpos pueden mermar la funcio-
nalidad de los linfocitos CD4 e incluso la aparicion de respuestas citotdxicas aloreacti-
vas, las cuales pueden provocar descensos cuantitativos en estos linfocitos. Esta ho-
mologia también puede desencadenar reacciones autoinmunes que pueden contribuir a
la patogénesis del VIH.

4.- La secrecion de citocinas!!, que es un evento estrechamente ligado a la ac-
tivacién celular del sistema inmunoldgico. Las diferentes células se comunican unas
con otras a través de estas moléculas y son una parte esencial en el mantenimiento de
la homeostasis del sistema inmunoldgico. Durante la infeccién por el VIH, se produce
una hiperexpresion y un desequilibrio en las citocinas que deben predominar, o lo que
es lo mismo, un cambio de dominancia del perfil de citocinas de tipo Thl a Th2. Aun-
que muchos estudios lo han sugerido, otros no han podido corroborarlo. Sin embargo
lo que si parece cierto es que algunas citocinas pueden actuar como potenciadores de
las respuestas inmunoldgicas antivirales (IL-2, IFN-y) mientras que otras pueden su-
primir esta respuesta (IL-10) o incluso potenciar la expresion viral per se (TNF-a))*2.

5.- La exacerbada activacion de la apoptosis en los linfocitos de estos pacientes
o incluso la muerte celular masiva debido a superantigenos presentes en los individuos
infectados®.

6.- La capacidad del VIH de infectar a los precursores hematopoyéticos™
(CD34%), uno de los factores mas importantes que contribuyen a la pérdida y a la falta
de capacidad para regenerar la poblacién de linfocitos CD4. Los individuos infectados

por el VIH presentan citopenias sanguineas y otras anormalidades hematoldgicas. Esta
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destruccion progresiva de los tejidos linfoides es un aspecto muy importante en la in-
munopatogenia del sida. Por lo tanto, se debe considerar que los infectados por el VIH,
ademas de recibir una terapia antirretroviral eficaz necesitan, la reconstitucion inmu-
noldgica de su sistema inmunitario mermado. Desde la instauracién de los tratamientos
actuales, la posibilidad de recuperar la biologia de los tejidos linfoides (el timo, los né-
dulos linfaticos y su microambiente estromal) parece viable y podria ser definitiva
cuando se consiguiera erradicar definitivamenter el patdgeno.

Los parametros inmunoldgicos de laboratorio que mejor describen este dete-
rioro del sistema inmunoldgico son, por un lado de indole cuantitativa (deplecion de los
linfocitos CD4* y la linfocitosis CD8*) y por otro, de indole cualitativa (capacidad fun-
cional de los linfocitos T).

1.3.- Transmision materno-fetal y sida pediatrico

En tres momentos de la vida, los nacidos de madres VIH+ son susceptibles de
ser infectados:

a) Se habla de transmision intrauterina si ésta se produce durante la gesta-
cién, muy a pesar de que la placenta es una barrera impermeable a los virus. Aunque
ha sido dificil de demostrar, se cree que los nifios que desarrollan rapidamente la in-
munosupresién y llegan a sida en los primeros doce meses de vida extrauterina, han
sido infectados en su vida fetal.

b) Lo mas frecuente es gque se transmita el VIH durante el parto, al intercam-
biar fluidos con la madre. El canal del parto estd muy vascularizado y lleno de secre-
ciones maternas que pueden tener virus potencialmente infectivos. Una forma de dis-
minuir la transmision peripartum, aunque en principio controvertida, fue practicar ce-
sareas a todas las parturientas seropositivas.

c) La tercera forma de transmision materno-fetal es la que se produce
postpartum, al proporcionar a sus lactantes leche materna que contenga particulas
infectivas del VIH.

Los datos epidemioldgicos globales indican que la transmision materno-fetal es
la causa mas comun de infeccion por VIH en nifos, representando el 90% del sida
pediatrico. En los paises desarrollados, la prevencién de la transmisidn vertical se con-
virtié en una realidad a partir de 1994, tras la publicacién de los resultados del estudio
PACTG 074 (Pediatric AIDS Clinical Trials Group protocol 074), pues anteriormente la

nica medida preventiva era impedir la lactancia materna —también una via de trans-
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mision-. En él se demostraba que la administracion de AZT durante el embarazo y al
recién nacido durante las 6 primeras semanas de vida reducia en dos tercios la trans-
misidn materno-fetal. Posteriormente, mejoras en estos tratamientos profilacticos dis-
minuyeron aln mas esta forma de transmision!*>!617:18 hasta cifras menores del 2-5%.

Hasta hace pocos afios, la demostracion de anticuerpos contra la molécula p24
del VIH mediante técnica de ELISA, combinado con el test confirmatorio de antigenos
virales por Western blot eran las Unicas formas de diagnosticar la infeccion en los indi-
viduos. En el caso de los nifios nacidos de madres infectadas, como los anticuerpos de
tipo IgG son transplacentarios y pueden durar en los recién nacidos hasta 12 6 18 me-
ses, las pruebas seroldgicas carecian de validez hasta que no hubiera pasado este pe-
riodo ventana'®. De hecho, se podia observar serorreversion si los anticuerpos mater-
nos anti-VIH se iban perdiendo a medida que el nifio aumentaba de edad, o seroper-
sistencia cuando éstos no desaparecian con el tiempo, lo que significaba que las IgG
anti-VIH eran también producidas por el nifio. Este periodo de incertidumbre diagndsti-
ca se acorto significativamente mediante la deteccién de la IgA especifica anti-VIH, la
cual es cuantificable desde el tercer mes de vida. Dado que la IgA no atraviesa ni la
placenta ni el intestino, su presencia en plasma es considerada de origen autdlogo.
Actualmente, gracias al avance de la biologia molecular, la infeccion por el VIH puede
ser diagnosticada en la mayoria de los recién nacidos durante el primer mes de vida, y
casi en la totalidad de los nacidos antes de los seis meses de edad. Para ello se utilizan
los test que detectan el genoma de VIH tanto en plasma (PCR de ARN, la carga viral)
como en la forma de provirus integrado en los linfocitos (PCR de ADN). Generalmente
los test se realizan periddicamente tras el nacimiento: a) antes de las 48 horas
postpartum; b) entre el primer y seqgundo mes y; c¢) al final del primer semestre de
vida. Para evitar posibles contaminaciones maternas, el uso de la sangre de cordon
umbilical esta totalmente desaconsejado para el diagndstico. Otros métodos diagndsti-
cos empleados son los co-cultivos: células del paciente con sospecha de infeccion culti-
vadas en presencia de linfoblastos normales sensibles al virus y que permiten expandir
in vitro el VIH replicativo integrado en los linfocitos CD4+. Sin embargo han sido to-
talmente desbancados del ambito del diagndstico precoz de la infeccidn pediatrica por
ser técnicas de lenta ejecucién (hasta 1 mes), de menor sensibilidad y por estar mas
sujetas a variaciones experimentales que pueden originar falsos negativos. Se acepta

que los nifios que tienen un test positivo en la muestra de 48 horas, han recibido la
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infeccidn intradtero, y los que resultan positivos en muestras posteriores la recibieron
peripartum. Esta diferenciacion del momento de la infeccidn es de vital importancia
porque, como ya se ha comentado, la infeccion durante la vida fetal esta asociada con

una velocidad de progresion mas rapida y de peor prondstico.

El seguimiento de los nifios infectados tiene sus peculiaridades, y no es com-
parable en muchos aspectos al de los adultos?®**%, Lo primero a tener en cuenta
para evaluar e interpretar el nimero de linfocitos CD4"* es que éstos cambian significa-
tivamente con la edad, es decir, hay que considerar la edad como una variable mas.
Sus cifras se equiparan a las de los adultos en torno a los 5 afios. Aunque el nimero
absoluto de linfocitos CD4* cambia hasta esa edad, el porcentaje de éstos frente al
total de linfocitos no sufre variacién. Por lo tanto, en nifios menores de 5 afios, los
cambios en el porcentaje mas que las cifras absolutas por microlitro son un mejor mar-
cador de la progresién de la enfermedad. Los Centers for Disease Control and Preven-
tion, CDC, establecieron unos criterios** para poder estratificar en categorias inmuno-

légicas (C.1.) los nifios de acorde a su deplecion de linfocitos CD4™:

ClL Grado de < 1afo [1-5] aiios > 5 afios
Inmunosupresion Cels/ul % Cels/ul % Cels/pl %
1 No existe >1.500 >25 >1.000 >25 >500 >25
2 Moderada [1.499-750] | [24-15] | [999-500] | [24-15] | [499-200] | [24-15]
3 Severa <750 <15 <500 <15 <200 <15

Como sucede con las cifras de linfocitos, el perfil de cargas virales de los nifios
difiere del de los adultos y puede ser en muchos casos muy superior. La carga viral es
la cantidad de virus libre circulando en la sangre de los enfermos y se cuantifica me-
diante una PCR de ARN (RT-PCR), expresandose en copias virales por mililitro. Los
limites de deteccion dependen del ensayo utilizado, oscilando desde 400 a 50 copias de
RNA/ml. Dado que la carga viral cambia antes que el nimero de linfocitos CD4+, este
parametro es un marcador precoz para vigilar la eficacia de los tratamientos antivirales
instaurados y observar la posible aparicion de resistencias farmacoldgicas. General-
mente, en los nifios infectados, las cargas son bajas al nacimiento (<1.000 copias/ml),
aumentan bruscamente hasta 100.000 o 10.000.000 copias/ml en los dos primeros
meses de vida, y descienden tras el primer semestre a niveles estables e inferiores a

100.000 copias/ml. La persistencia de altas cargas virales se ha asociado con una rapi-
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da progresion de la enfermedad, especialmente si los linfocitos CD4+ también estan
por debajo del 15% (inmunosupresion severa o categoria inmunoldgica #3).

1.4.- Tratamiento antirretroviral

En aquellas enfermedades infecciosas en los que no se puede erradicar el orga-
nismo invasor, la recuperacion del paciente se consigue mediante el desarrollo de una
respuesta inmunoldgica potente que consiga frenar su accion perniciosa. Asi, muchos
virus permaneceran presentes de por vida en los organismos infectados, confinados en
lugares que puedan evadir la respuesta inmune y en ocasiones originando nuevos
brotes, que a su vez, seran rapidamente controlados en personas inmunocompetentes.
Tanto las respuestas de tipo humoral como las celulares son las responsables de esta
eficaz contencion de microorganismos. En el curso natural de la infeccién por el VIH,
aungue en un comienzo la respuesta inmunoldgica es relativamente eficaz, la viremia
persiste y al final la enfermedad progresa. El porqué llega un momento en el que las
respuestas defensivas ya no son eficaces, es una cuestion que se necesita conocer
para poder elaborar inmunoterapias coadyuvantes a los tratamientos antirretrovirales.

En el momento en que aparecieron los primeros farmacos antirretrovirales, se
observd que se prolongaba la supervivencia de los pacientes con sida sélo durante un
breve periodo de tiempo. Cuando el arsenal terapéutico se fue ampliando, se pudo
constatar que la terapia en combinacidn era claramente mas efectiva que la monotera-
pia. Finalmente, la aparicién de los inhibidores de la proteasa supuso una auténtica
revolucion en las expectativas y manejo del paciente infectado. No hay duda de que
los Tratamientos Anti-Retrovirales de Gran Actividad (TARGA), que son combinaciones
de al menos tres antirretrovirales incluyendo como minimo a un inhibidor de la protea-
sa, tienen un efecto muy beneficioso en los infectados por el VIH, aunque adolecen de
capacidad para eliminar el reservorio viral que se encuentra en forma latente integrado
en células viables. Esto origina que, en sujetos infectados, cuando se interrumpe el
tratamiento o aparecen resistencias a los farmacos, se observen rebrotes virales brus-
cos Y los linfocitos CD4+ comiencen a descender de nuevo. Ademads, la capacidad de
generar y mejorar las respuestas inmunoldgicas especificas tanto anti-VIH, como con-
tra otros patdgenos oportunistas, es variable y generalmente modesta. Por ello, el reto
de las nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la infeccién por el VIH es
la forma de aumentar o restaurar y preservar las respuestas mediadas por células
contra el VIH, con tratamientos complementarios que incrementen la capacidad inmu-
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noldgica de las células efectoras en la eliminacién de los reservorios virales. La mayoria
de estos tratamientos se basan en el empleo de citocinas coadyuvantes, como los es-
timuladores de colonias de monocitos y macréfagos (GM-CSF) o la interleucina 2 (IL-
2), y en las terapias con vacunas de inmundgenos del VIH.

Los tratamientos TARGA se pueden administrar a nifios®®, independientemente
de la edad que tengan, pues en ellos también se han demostrado sustanciales benefi-
cios en la disminucion de fa morbilidad y mortalidad. Como su uso en la poblacién pe-
diatrica se ha legalizado mucho mas tarde que en la poblacién de adultos, los datos de
su eficacia y forma de empleo todavia son escasos. Se estima que la administracion
precoz puede ser ventajosa para ellos al permitir un mejor control inmunoldgico de la
infeccion, dificultando asi la diseminacion viral por los territorios linfoides y retrasando
el deterioro progresivo del sistema inmunoldgico. Aln estan por dilucidar los problemas
tedricos de por vida que conlleva la administracion temprana, de estos farmacos con
muchos efectos secundarios y con escasos datos famacoldgicos, farmacocinéticos, de

dosificacién y de seguridad en la poblacién pediatrica.

Los farmacos antirretrovirales®®?”?%% se dividen en dos grandes grupos que in-
terfieren con enzimas virales imprescindibles para su ciclo vital. Son:

a) Inhibidores de la transcriptasa reversa (o retrotranscriptasa), RTIs. La trans-
criptasa reversa del VIH no es muy exigente a la hora de vigilar si los nucledtidos que
esta incorporando a la hebra de ADN naciente son los correctos. Por ello se han dise-
fiado moléculas muy parecidas a los nucledsidos y nucledtidos (de adenina, guanina,
citosina y timina), pero a las que les falta el radical que permite que se pueda seguir
elongando la cadena de ADN, por lo que, tras la incorporacién del analogo, se detiene
la sintesis del ADN complementario viral. Estas moléculas son de tres tipos diferentes:

- Andlogos de nucledsido, NRTI:

Abacavir | ABC
Didanosina | ddI
Estavudina | d4T
Lamivudina | 3TC
Zalcitabina | DAC
Zidovudina | AZT

- Analogos de nucledtidos, NtRTT:

Adefovir | ADV
Tenofovir | ADV
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- No nucledsidos, NNRTI. El mecanismo de accién es diferente. En vez de im-
pedir que se elongue la cadena naciente de ADN proviral, inhiben la accion de la retro-
transcriptasa blogueando su sitio catalitico. Actualmente los autorizados son:

Delavirdina | DLV
Efavirenz | EFV
Nevirapina | NVP

b) Inhibidores de la proteasa, PI. Como se comenté anteriormente, las protei-
nas estructurales del VIH se forman por rotura proteolitica de varios precursores. Las
moléculas que nos ocupan son péptido-miméticos de los substratos de la proteasa del
VIH. De esta forma impiden la sintesis y evaginacion de nuevas particulas virales de la
célula. Son los siguientes:

Indinavir | IDV
Lopinavir | LPV
Nelfinavir | NFV
Ritonavir | RTV
Saquinavir | SQV

Dado que las resistencias cruzadas a los farmacos comentados anteriormente
son frecuentes, en la actualidad se estan elaborando nuevas estrategias terapéuticas
dirigidas contra otros momentos del ciclo vital del virus, como son los inhibidores de la
fusion y de la integrasa.
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Introduccion

La historia natural de la infeccion por el VIH se ha modificado drasticamente
gracias a los grandes progresos que se han realizado en el campo de los farmacos an-
tirretrovirales. En este sentido, se considera tratamiento antirretroviral de gran
actividad (TARGA) a cualquier combinacion de tres o mas farmacos, que incluyan
generalmente a dos inhibidores de la transcriptasa reversa y un inhibidor de la protea-
sa. Estos regimenes terapéuticos han mostrado ser muy superiores en eficacia anti-
viral a la monoterapia o la biterapia convencional, frenar la progresion de la inmunode-
ficiencia, disminuir la morbilidad y mortalidad de los infectados y han permitido cono-
cer mejor la etiopatogenia de enfermedad.

Dos variables analiticas diferentes predicen independientemente la progresion
hacia la inmunodeficiencia en los individuos infectados por el VIH*, la carga viral y el
recuento de linfocitos CD4*. Ademas, estos dos parametros también son excelentes
indicadores de la evolucion terapéutica de los pacientes sometidos a tratamientos an-
tirretrovirales. Por lo tanto, el principal objetivo del TARGA es reducir la viremia hasta
cifras indetectables o lo mas baja posible durante la mayor cantidad de tiempo y asi
impedir la pérdida paulatina de los linfocitos CD4*. Con estos tratamientos se permite
la recuperacién cuantitativa y funcional del sistema inmunolégico, y se evita la apari-
cion de enfermedades oportunistas. Ademas, parece ser que cuanto antes se les admi-
nistre a los pacientes mas beneficios lograran a largo plazo®.

El término TARGA no es mas que una forma de nombrar el tipo de tratamiento
que estan recibiendo los infectados y es independiente de cual es su respuesta tera-
péutica. De hecho, la experiencia con muestreos poblacionales extensos indica que
s6lo un 40-50% de los sujetos tratados consiguen bajar la carga viral plasmatica hasta
niveles indetectables. Ademas, en adultos VIH+ con supresion completa de la replica-
cién viral a corto plazo, la reconstitucion inmunoldgica parece ser sélo parcial pues no
se consigue recuperar totalmente ni el nimero de linfocitos CD4* ni sus funciones per-
didas.

La informacion existente en drea de la infeccién pediatrica por el VIH, compa-
rada con la del adulto, es alin muy escasa o poco documentada, especialmente en lo
que a los TARGA (eficacia antiviral y reconstitucién inmunoldgica) se refieren. Dos ra-
zones parecen justificar estos hechos: a) el gran retraso habido en la utilizacion de los
TARGA en los nifios VIH+, por dificultades legales y de formulacion y b) la escasa
existencia, nacional e internacional, de grupos técnicos y sanitarios que, por un lado

concentren suficientes pacientes y, por otro lado dispongan de tecnologia suficiente
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para el seguimiento sanitario completo. Sin embargo, las posibilidades terapéuticas de
los nifios VIH* han sido actualizadas y, en nuestro medio (Hospital La Fe, Valencia) se
ha concentrado el seguimiento de 675 nifios nacidos de madres infectadas desde el
ano 1987 hasta la actualidad.

Las altas respuestas a los tratamientos observadas en otras enfermedades in-
fantiles, sugieren que la reconstitucion inmunoldgica de los nifios VIH+ puede ser tam-
bién especialmente diferente a la de los adultos. Por ello, para comprabar si tras un
largo periodo de TARGA se produce una verdadera y efectiva recuperacién inmunoldgi-
ca, tanto cualitativa como cuantitativa hemos realizado el presente estudio longitudinal
en 34 nifios infectados verticalmente por el VIH y sometidos a TARGA. Para poder de-
terminar el grado de recuperacién desde el momento basal o pre-TARGA hasta cuatro
afios después de iniciar el TARGA, hemos agrupado nuestra poblacién de infectados en
una categoria evolutiva, su eficacia terapéutica. En ella se ha tenido en cuenta el cam-
bio que han sufrido los valores de carga viral plasmatica a lo largo del periodo retros-
pectivo de nuestro estudio. Asi se han agrupado los nifios en tres categorias, los que
presentaron alta, media o baja eficacia. Y para lograr nuestro objetivo, en ellos hemos
analizado en sangre periférica:

a) diversas poblaciones y subpoblaciones linfocitarias

b) el nivel de citocinas plasmaticas

c) la produccion de citocinas in vitro (sintesis inducida) y

d) las respuestas linfocitarias proliferativas /in vitro,
cuyas caracteristicas generales se describen a continuacion.

2.1.- Poblaciones Linfocitarias

2.1.1.- Linfoci i 1

2.1.1.1- CD45

La molécula CD45 o antigeno comun de los leucocitos (LCA, Leukocyte Com-
mon Antigen) es una glicoproteina caracteristica de la superficie de las células de es-
tirpe hematopoyética. Ademas, es la molécula antigénica mas prevalente en la mem-
brana de los linfocitos T y B. Ha sido la primera molécula en ser identificada como una
nueva clase de enzimas, las fosfatasas de tirosinas de las proteinas®, que juegan un

papel fundamental en la transduccion de sefiales en los linfocitos. Este proceso cataliti-
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co es un evento que controla el crecimiento y la division de las células eucaridticas, y
en concreto, juega un papel decisivo en la proliferacién de los linfocitos inducida tras la
estimulacidon antigénica. Dependiendo de que expresen en su membrana una u otra
isoforma® del antigeno CD45, a saber, el CD45RA (205-220 kDa) o el CD45R0 (180
kDa) la poblacién de linfocitos T (CD3*CD4* y CD3*CD8" ) se subdivide en dos grandes
y excluyentes subpoblaciones: CD45RA y CD45R0. Es mas, la expresion diferencial de
estas dos isoformas identifica a los linfocitos T en dos momentos de su diferenciacién
celular: linfocitos virgenes y linfocitos maduros. La isoforma CD45RA se expresa en

las células virgenes, que han sido recientemente deferenciadas en el timo pero que
adn no han sido primadas mediante el contacto con el antigeno para el que estan es-
pecificamente predestinadas. Sin embargo, la molécula CD45R0 se expresa exclusi-
vamente en células de memoria o primadas, que ya han sido seleccionadas y cualifica-
das por un antigeno en particular. Ambas isoformas estan codificadas por el mismo
ARN mensajero, pero traducido de forma diferente por afternative splicing. Igualmente,
ambas poseen idénticas fracciones intracelulares y se distinguen por poseer diferentes
masas moleculares y niveles de glicosilacion en sus fracciones extracitoplasmaticas.
Muchas evidencias muestran que las células CD45RA y CD45R0 tienen comportamien-
tos fucionales y migratorios diferenciales, entre los que destacan®*:

- En la membrana plasmatica, las moléculas CD4 y el receptor de la célula T
(TCR-CD3) sdlo se asocian fisicamente en un cluster a la isoforma CD45R0, mientras
que CDA45RA se halla libre en la membrana. Ello repercute definitivamente en la trans-
misién de sefiales a través de este receptor, que es verdaderamente eficiente al formar
complejos como los citados.

-Tras la activacion /in vitro, las células que presentan en su superficie CD45RA
pierden su expresion, a la vez que aparece en las mismas la molécula CD45R0.

-Las células que presentan CD45R0 se estimulan con concentraciones mucho
menores de antigenos o mitdgenos y proliferan mas eficientemente o producen citoci-
nas en mayores cantidades.

-Ambas subpoblaciones celulares CD45RA y CD45R0, se diferencian por el gra-
do vy el tipo de expresion de moléculas de adhesion, las cuales son esenciales para la
migracidn intertisular y con ello contribuir de forma eficiente tanto en la presentacion
del antigeno como en la actuacion efectora de células especificas. Asi, los linfocitos
virgenes, que muestran alta expresion de CD62L (selectina), son capaces de extrava-
sarse hacia los drganos linfoides secundarios y en ellos esperar a ser primados en las

23



TARGA y recuperacion inmunologica

zonas de presentacion de antigenos. Por el contrario, los linfocitos de memoria, por la
alta expresion de integrinas (LFA-1 y VLA-4) emigran con facilidad hacia los lugares de

inflamacion y en ellos ejercer su accion como células efectoras especificas.

2.1.1.2.- Expresion de CD45 y VIH

Debido a la correlacién que existe entre estas isoformas del CD45 y la funciona-
lidad de las subpoblaciones de finfocitos T, su analisis permite conocer los cambios en
la dindmica linfocitaria producidos en las enfermedades donde el sistema inmunolégico
esta comprometido. La inmunodeficiencia ocasionada por la infeccidn por el VIH es un
ejemplo de ello.

Los linfocitos CD4* son una pieza imprescindible tanto en la generacién de nue-
vas respuestas a antigenos, como en la persistencia de cualquier respuesta inmunolo-
gica ya iniciada. En neonatos normales, mas de un 80% de los linfocitos CD4" son del
tipo CD45RA®, células responsabilizadas de la iniciacién de respuestas inmunes espe-
cificas. Con la edad, a medida que madura el sistema inmunoldgico de los nifios, se
evidencia un descenso fisioldgico de esta poblacion celular virgen y un aumento com-
pensatorio de la proporcion de células que expresan el CD45R0, sobre las que recae la
responsabilidad de las acciones efectoras especificas. Con ello, hacia el 5° afio de vida,
ambas subpoblaciones de los linfocitos CD4* se estabilizan y muestran cifras similares
a las observadas en la edad adulta®®.

En los adultos VIH*, se han realizado estudios sobre los cambios de estas sub-
poblaciones de linfocitos a medida que progresa la inmunosupresion y sobre las dife-
rencias detectables en su sensibilidad a la infeccion por el virus, su predisposicion a la
muerte celular programada, o a la mayor o menor capacidad para la integracion del
VIH. Durante la fase asintomatica (crénica) de la infeccién por VIH, se ha encontrado
que hay un descenso de la poblacién CD4*CD45RA%, que se asocia con un aumento
relativo de los linfocitos de memoria CD4*CD45R0. La correlacion inversa entre el in-
cremento de CD4*CD45R0 y el descenso de la poblacion CD4*, ha sugerido que du-
rante la progresion hacia la inmunodeficiencia severa, las células CD4"CD45RA* son
mas sensibles, que las CD4"CD45R0", a la citolisis provocada por el VIH. Es mas, en
estudios sobre la presencia de los provirus integrados en los genomas de los linfocitos
se ha encontrado que el VIH se localizaba predominantemente en fa subpoblacién de

memoria3®810
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Ademas, en el curso de la infeccion por el VIH, junto al descenso progresivo en
el ndmero de linfocitos CD4" se detectan defectos funcionales, precoces y persitentes,
en las respuestas inmunoldgicas de los infectados®, antes de que aparezcan las mani-
festaciones clinicas del sida. Entre estas deficiencias funcionales, destacan la perdida
de capacidad proliferativa /n vitro a estimulaciones con mitdgenos y antigenos, y la
gammapatia policlonal inducida por hiperactivacién disrregulada de los linfocitos B.
Dado que, los defectos proliferativos ante antigenos podian ser debidos a que hubiera
una pérdida selectiva de linfocitos CD4"CD45R0 (células de memoria con respuestas
proliferativas mas intensas que las CD4*CD45RA), se exploro si estos disminuian a lo
largo de la infeccidn. Los resultados obtenidos en la literatura no parecen corroborar
esta hipétesis y soportan, una vez mas, que la linfopenia CD4* que caracteriza a los

VIH* no es a expensas de las células de memoria®.

Por otro lado, los linfocitos CD8* o linfocitos citotdxicos y/o supresores, juegan
un papel crucial en el control de la infeccidn por el VIH, tanto por su actividad en la
citolisis directa de las células infectadas como, por otro, por su capacidad de producir
factores solubles con actividad antiviral*!. Los linfocitos CD8* se encuentran muy in-
crementados en los sujetos infectados por el virus en todos los momentos de la enfer-
medad. Durante el curso de la enfermedad se ha puesto de manifiesto que existe una
marcada linfocitosis CD8*CD45R0, tanto en adultos*? como en nifios*, pero el control
que puedan ejercer estas células maduras sobre la replicacién viral, es controvertido®.
De hecho la expansion de la poblacion CD8"CD45R0 que coexpresa el marcador CD38
se ha visto que predice el descenso de los linfocitos CD4* en la infeccidn por el VIH®,
Es mas, los linfocitos CD8* efectores, especificamente dirigidos contra el VIH, se han
evidenciado aumentados desde los primeros momentos de la infeccién, pero disminu-
yen a nivel periférico a medida que la enfermedad progresa®. De ahi que la linfocitosis
CD8, asociada a la falta de control inmunoldgico de la infeccién sea un signo de mal
prondstico y se haya sugerido incluso que la linfocitosis podrian ser mas representativa
de la ineficacia inmunoldgica (por el “engafio persistente” que el VIH somete al siste-
ma inmunoldgico: que generan respuestas especificas contra epitopos virales que de-
saparen por mutacién) que tener algun efecto deletéreo sobre el sistema inmunoldgi-

co?.
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2.1.2.- Molé i infoci

2.1.2.1.- La coestimulacion en los linfocitos T

La interaccion de un linfocito T (linfocitos CD3*) a través del receptor de la cé-
lula T (T cell receptor, TCR) con un antigeno presentado en el complejo principal de
histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex, MHC) por cualquier célula pre-
sentadora de antigeno (Antigen Presenting Cell, APC), inicia una cascada de eventos
bioquimicos que resultaradn en la activacion de ese linfocito T. Sin embargo, la unién
del TCR al antigeno no es suficiente para que se produzca la activacion completa, sien-
do necesaria una segunda sefial independiente de la del antigeno, que se denomina
sefial coestimuladora®. La sefial coestimuladora resulta de la interaccion de la molé-
cula CD28 presente en la superficie de los linfocitos T (que poseen diversas moléculas
coactivadoras segun la funcién a realizar) con el CD80 6 CD86 en la superficie de las
APC* (células B activadas, células dendriticas y macréfagos). Esta segunda sefial es
imprescindible para que el linficito CD3* sefializado por el antigeno sintetice y segregue
interleucina 2 (IL-2), la consuma autocrinamente y se induzca la expansion proliferati-
va celular®™®. En este sentido, la interaccion CD28-CD80 proporciona a los linfocitos
preactivados una segunda sefial coactivadora, que por transducirse por dos vias dife-
rentes (una ciclosporina sensible y otra resistente) potencia y garantiza las respuestas
linfocitarias. Es mas, en diferentes modelos in vitro se ha constatado que la presenta-
cién antigénica en ausencia de la sefial coestimuladora, conlleva a la inactivacion,
anergia clonal e incluso induccién de muerte por apoptosis de las células CD3*CD28*

que reaccionaron con el antigeno®.

2.1.2.2.- EI CD28

La molécula CD28 es una glicoproteina transmembranaria homodimérica de 80
kDa, que pertenece de la familia de las inmunoglobulinas® y se expresa en la superfi-
cie de los linfocitos T (CD3*). En sangre periférica de aduitos normales, el CD28 es un
marcador casi exclusivo de estos linfocitos T que se expresa en aproximadamente® un
95% de los linfocitos CD4* y entre un 50% y un 70% de los CD8*. Sin embargo, no se
detecta en poblaciones linfocitarias que no son las T (linfocitos NK y B), leucocitos po-
limorfonucleados, monocitos ni tampoco en los macréfagos™.

Los linfocitos CD4* no pueden fenotipicamente subclasificarse en grupos fun-
cionales por la expresién del CD28 (por ejemplo, se detecta tanto en células CD4* de
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memoria como en células virgenes o no primadas), pero se ha reconocido que esta
molécula juega un papel decisivo en la generacién de respuestas® del tipo Thl o Th2
inducidas por diferentes APC. Asi, si la APC es de estirpe macrofagica o célula dendriti-
ca, la unidn CD3*CD28*/CD8O*APC es muy fuerte y la sefializacion muy intensa con lo
que se favorecen la generacion de respuestas de tipo Thl (responsables de la inmuni-
dad celular adquirida). Sin embargo, si la APC es una célula B, la interaccion CD28-
CD80 es mas debil y su coestimulacion menos intensa, por lo que se facilitan la gene-
racion de respuestas de tipo Th2 (inmunidad humoral especifica).

Por el contrario, la presencia del CD28 en los linfocitos CD8" permite disociar
éstos fenotipica y funcionalmente. De hecho, a los /infocitos CD8*CD28" se les ha rela-
cionado con actividades citotdxicas restringidas por el MHC de clase I, mientras que
funciones supresoras y/o citotdxicas pero no restringidas por el MHC de clase I, han
sido detectadas en las subpoblaciones CD8*CD28", que ademas muestren signos de
estar altamente activadas (DR*, CD57*, CD38*, CD71*)*® e hiperreactivas.

Por todo ello, se acepta que el CD28 es un marcador fenotipico de los linfocitos
CD3*, que caracteriza subpoblaciones efectoras en los linfocitos CD8" y que, final-
mente, participa decisivamente en la generacion y tipo de las respuestas efectoras de
los linfocitos CD4* y CD8" restringidas por el MHC II y I, respectivamente.

2.1.2.3.- CD28 e infeccion por VIH.

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana produce cambios dra-
maticos en el sistema inmunoldgico, siendo los mas constatados el descenso de los
linfocitos CD4* circulantes y la pérdida de su funcién helper (facilitadora), ain en su-
jetos VIH* con cifras superiores a 500 CD4*/ul. En este sentido, la linfopenia CD4 ob-
servada en adultos, afecta selectivamente a las células CD4*CD28" (sin compensacion
cuantitativa de los CD4*CD28-) tanto numérica como funcionalmente, puesto que sus
valores absolutos y la actividad CD4" helper se va perdiendo secuencial y progresiva-
mente en los infectados por el VIH¥. Sin embargo, tanto en adultos®® como en nifios>
infectados por el VIH, ha podido observarse que la caracteristica linfocitosis CD8 de-
tectada desde los estadios mas tempranos de la infeccion, es tambien a expensas de
un descenso porcentual de células CD8"CD28" que se compensa por incrementos sig-
nificativos de los linfocitosis CD8*CD28". En el control de la infeccion por el VIH las

células CD8™ son las responsables de la eliminacion de las células infectadas por el
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virus. En este sentido, varios autores han propuesto que las células CD8"CD28" po-
drian ser las verdaderas efectoras citotoxicas anti-VIH®“®' o quizds, por su capacidad
para producir de factores supresores solubles anti-VIH sin restrincion MHC-I, las ver-
daderas células supresoras de la replicacién viral®*®*, Ademds, estas células CD8*CD28"
supresoras no citoliticas®® muestran también marcadores de activacion (HLA-DR)®® y se
ha planteado que el factor supresor podria ser una quimiocina®® atn no identificada.

La disminucion o ausencia en la expresion de CD28 en los linfocitos CD3*, se
traduce en un descenso de su capacidad proliferativa /n vitro ante estimulos que utili-
zan ambas vias de activacion (tras la adicién simultanea de anti-CD3 y anti-CD28). Este
parametro es un buen marcador funcional de la progresion de la inmunodeficiencia en
adultos infectados por el VIH®, El incremento observado de células CD8"CD28-, con-
comitante con el descenso de linfocitos CD4* podria estar en consonancia con la inten-
cion de repoblar el poo/ de linfocitos T deplecionados, los cuales al salir de los érganos
linfoides primarios carecerfan del marcador de coestimulacién®. O, quizas, podrian ser
una expansién de la poblacion CD8*CD28* en células terminalmente diferenciadas, con
atenuacion de la expresién del CD28%%7° .

Otro, de los muchos mecanismos que se han propuesto para explicar los de-
fectos funcionales en los linfocitos CD4* y CD8* seria la induccién a una anergia’* de
todos los linfocitos CD3*CD28" causada por recepcion persistente sefiales antigénicas
(frecuente en la infeccidn por el VIH) en ausencia de la imprescindible sefial coestimu-
ladora (CD28 dependiente).

A la vista de los anteriormente expuesto, la expresion del CD28 puede jugar un
papel importante tanto en la tipificacion de los linfocitos CD4* y CD8*, como en las
actividades funcionales que les compite y, por ende, el andlisis de su dptima expresion
y actividad puede ser decisiva en el estudio de la evolucién natural de la infeccion del
VIH.

2.1.3.1.- Los marcadores de activacion

La molécula HLA-DR (Human Leukocyte Antigen) es un antigeno de histocom-
patibilidad de tipo II (MHC II, Class II Major Histocompatibility Complex). Al pertenecer
a la clase II del HLA, se expresa principalmente en las denominadas células presenta-

doras de antigenos. Pero ademas es una molécula inducible en los linfocitos T (que no
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la expresan en reposo) tras ser activados por la doble sefializacion referida anterior-
mente’?. De hecho, uno de los primeros hallazgos inmunofenotipicos en los linfocitos
CD3" de pacientes infectados por el VIH fue el aumento de la expresion de HLA-DR, y
fue utilizado como marcador de mal prondstico de la progresion de la enfermedad”. La
alta expresion de HLA-DR se observa en ambas poblaciones de linfocitos CD3*, los
CD4* y los CD8*, siendo mucho mas significativa en la segunda’™. Habida cuenta del
importante papel que juegan los linfocitos CD8" citotdxicos en el control de la replica-
cion del VIH, se ha sugerido que la sobreexpresion de marcadores de activacion en su

superficie podria ser una respuesta fisioldgica a la infeccion.

La molécula CD38 es una glicoproteina transmembranaria de cadena simple de
tipo II, que se expresa en precursores hematopoyéticos, se detecta en linfocitos post-
timicos recientemente diferenciados (especiaimente en nifios), se pierde en las células
maduras en reposo, pero que se reinduce tras la activacion celular’. Ademds, el HLA-
DR asociado a CD38 también se expresa en los progenitores linfoides’””. Las implica-
ciones funcionales de esta molécula no estan claramente definidas. Sin embargo, re-
cientemente se le atribuyd una funcion bioldgica como ectoenzima implicado en la re-
gulacién de los niveles de calcio intracelular a través de una via independiente del ino-
sitol fosfato, estimulando la activacién celular y la sintesis de citocinas®. Ademas, el
CD38 también ha sido implicado en las sefales de proliferacién de diversos linajes
celulares y como moduladora de la adhesién entre linfocitos y células endoteliales”

habiendose identificado su ligando natural®, el CD31%.

2.1.3.2.- Marcadores de activacion e infeccion por VIH

Ademas de las alteraciones numéricas descritas anteriormente en los linfocitos
CD4" y CD8* de los infectados por el VIH, destaca la alta expresion de marcadores de
activacion en los linfocitos de sangre periférica (HLA-DR)®. En este sentido, estudian-
do las funciones antivirales de las distintas subpoblaciones de linfocitos CD8* se ha
podido determinar que los linfocitos con actividad citotdxica expresarian HLA-DR® sélo
o asociado el marcador CD38. Asi, en la primoinfeccion esta poblacion se expande vy,
su alta actividad citotdxica se relaciona con descensos de la viremia en esos momentos
iniciales de la infeccidon por VIH. De hecho la sobre-expresion de HLA-DR se correlacio-
na con fuertes viremias iniciales, mejor que ningin otro marcador celular® y, los in-

crementos mas significativos de linfocitos CD8*HLA-DR* se producen en aquellos indi-
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viduos con mayor sintomatologia durante este corto periodo de la primoinfeccién®. Sin
embargo, tras esta fase inicial de altas respuestas y gran eficacia inmunoldgica, du-
rante el periodo crénico de la infeccidn la persistencia de altas cifras de linfocitos
CD8*HLA-DR™ con actividades citotdxicas, han sido correlaccionada con una peor evo-
lucidn de las cargas virales, e interpretado como que estas células podrian ser respon-
sables de la continua y persistente destruccion de linfocitos CD4"*.

La cinética de expresion de HLA-DR y CD38 en la poblacién de linfocitos CD8*
durante el curso de la enfermedad es diferente. La expresion de HLA-DR aumenta
bruscamente ya desde la primoinfeccion, manteniéndose incrementada y estable du-
rante ésta, mientras que el CD38 aparece gradualmente®. La simultanea expresién de
HLA-DR y CD38, e incluso su deteccidn en células no primadas (inmaduras) reflejan,
tanto la intensidad, como la persistencia de la activacién celular®:,

Adicionalmente, en el diagnéstico precoz de la infeccion pediatrica por VIH, la
valoracion de los Linfocitos CD8*HLA-DR* circulantes es significativamente importante.
Asi, en los primeros dias de vida extrauterina , un 20% a un 50% de los nifios infecta-
dos muestran positividades para el VIH por técnicas de PCR o co-cultivo viral, por lo
que se postuld que estos serian los que habian adquirido la infeccion durante la vida
uterina®. Independientemente, otros autores cuantificaron la expresion del HLA-DR en
los linfocitos CD8™ durante la primera semana de vida y observaron que altas expre-
siones de HLA-DR se asociaban con positividades en los co-cultivos de VIH o en las
PCR-DNA realizadas, estableciéndose que la cuantificacion de linfocitos CD3*CD8*HLA-
DR* (ausente en recién nacidos normales) es Util como marcador, precoz y facil de
realizar, en el diagndstico de la infeccion intrauterina®.

En adultos, con infeccion crénica por el VIH y que no estén recibiendo trata-
miento antirretroviral, se ha observado una alta correlacién entre la alta expresion de
marcadores de activacion en los linfocitos CD4" y los niveles altos de carga viral plas-
matica®’. Sin embargo, dado que la mayor parte de la replicacién viral ocurre en los
tejidos linfoides es, en estos territorios, donde se ha evidenciado una mayor expresion
de HLA-DR en la poblacién® CD4*, aunque estas células no se muestren en sangre
periférica. De hecho, como el virus integrado en los linfocitos CD4* precisa de la acti-
vacion de la célula que lo soporta para poder expresarse y expandirse, se ha postulado
que el mantenimiento de una alta tasa de activacion de celulas CD4*, al menos a nivel
tisular, podria ser un signo evidente de la replicacién activa del VIH®2, La existencia de

VIH integrado, incluso en linfocitos CD4 en reposo (reservorio latente) es, incluso en
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pacientes con muy buena supresidn viral, la causa fundamental del fracaso terapeutico
en la “erradicacién ” definitiva del virus. La activacién de estas “células reservorio” ge-
nera intensos rebrotes virales y alta diseminacion sistémica. De hecho tratamientos con
corticoides, que disminuyen la cantidad de HLA-DR en la poblacion CD4" se ha asocia-
do a disminuciones en los valores de carga viral o antigenemia®®, mientras que los tra-
tamientos con citocinas, como la IL-2, producen rebrotes de carga viral®. Es mas, el
VIH bajo fuerte presidn farmacolégica puede originar mutaciones y resistencias a los
tratamientos™ %

Existen evidencias® de que en los seropositivos para el VIH hay una gran pro-
porcién de linfocitos CD8*CD38*. De hecho, destaca la relacién inversa observada en-
tre los aumentos de linfocitos CD8*CD38" y el descenso de los linfocitos CD3*CD4",
cuya evaluacion simultanea ha sido utilizada como marcador predictivo de la linfopenia
y de peor prondstico de la infeccién®® y mayor riesgo de desarrollar sida®™. Mas recien-
temente, los valores de CD8*CD38* como parametro analitico son Utiles en las evalua-
ciones de las eficacias de las terapéuticas empleadas, incluso en estudios retrospecti-
vos con linfocitos criopreservados'®. Asi pues, en la infeccion por el VIH la expresion
de HLA-DR y CD38 en los linfocitos periféricos es elevada tras ia primoinfeccion, des-
ciende durante la fase asintomatica y luego aumenta en los momentos proximos al
desarrollo del sida'®. Por ello, cifras altas de CD8*CD38* son un marcador de mal pro-
ndstico y su estudio se considera Gtil en la evaluacion de la eficacia de los TARGA en
los infectados, tanto adultos como nifios!®.

Aunque se ha encontrado una buena correlacion entre la disminucion de linfo-
citos CD8*CD38" y la reduccion de la viremia plasmatica'®, esta correlacién no parece
existir con los niveles de linfocitos CD4*CD38"circulantes. Es mds, en nifios VIH®, los
niveles de linfocitos CD4*CD38" parecen correlacionarse inversamente con la so-
breinfeccién. Esto es, la sobreexpresion de CD38 en linfocitos CD4* disminuye (con
caracter protector) la susceptibilidad a la infeccion por el VIH en estas células, quizas
al impedir la interaccion entre gp120 y CD4'%*1%, En este sentido, se ha constatado
que los linajes de monocitos y macrofagos, que expresan abundantemente CD38, no
presentan los clasicos efectos citopaticos de VIH'®, Estas evidencias llevaron a varios
autores a postular que la sobre-expresién de CD38 podria ser un protector de la
muerte celular inducida por el VIH' en algunas células inmunoldgicas y, por el con-
trario en otras, el identificador de las acciones letales que mediatizan.
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Adicional a los estudios realizados con células CD38", a los linfocitos que no ex-
presan este marcador (CD38-) tambien se les ha implicado en la patogenia del VIH. En
este sentido, recientemente se ha descrito que una poblacion de linfocitos
CD3*CD4*CD38- obtenida de pacientes VIH*, muestra una gran actividad citotdxica
anti-CD3 y podrian estar implicada, al menos en parte, en la deplecién de linfocitos
CD4"* (infectados 0 no) mediada por mecanismos apoptéticos'®.

2.2.- Los ensayos de proliferacién linfocitaria

El recuento de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias en sangre periféri-
ca son las determinaciones mas habituales, rapidas y sencillas, en la evaluacién inmu-
noldgica de los pacientes VIH*. Sin embargo, al ser los linfocitos de las pocas células
del organismo que son capaces de dividirse y, por ende, multiplicarse clonalmente, la
medicion de las respuestas linfo-proliferativas in vitro ante diferentes estimulos, se
presenta como una técnica fundamental para evaluar la capacidad funcional del siste-
ma inmunoldgico. Aln asi, estos estudios funcionales distan de ser rapidos y de senci-
lla ejecucidon pues, la proliferacién celular inducida es un evento muy complejo que
implica el establecimiento de una sefial 0 un conjunto secuencial de sefiales en la
membrana celular. Ello conduce a la activacién de diferentes rutas intracelulares de
transduccién de sefiales, seguidas de la activacion de la transcripcion de uno o varios
genes, posteriormente la sintesis de ADN (Unico parametro que se cuantifica, ver mas
adelante) y finalmente la mitosis o division celular.

Varios factores metodoldgicos son criticos para que las respuestas que se mi-
den sean una buena aproximacion a lo que se busca. Entre todos ellos, es importante
destacar:

1.- La seleccion y viabilidad de las células en el momento del inicio del cultivo.
De hecho, en el aislamiento de las células inmunocompetentes se pueden producir
tanto la pérdida o el enriquecimiento selectivo de células, como la muerte por manipu-
lacién de algunas de ellas. Es mas, si se analizan células criopreservadas, es impor-
tante cerciorarse de que se recupera una buena viabilidad celular de células no selec-
cionadas.

2.- Los estudios deben de garantizar que las condiciones fisico-quimicas em-
pleadas sean, en todo momento las idoneas: la eleccion del suero empleado (que es
un complemento proteico imprescindible), la presencia 0 no una posible contaminacion

microbiana (de origen exdgena), asi como la estabilidad ambiental de los cultivos: CO,,
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temperatura, humedad y pH. Ademas, al ser en algunos casos cultivos de larga dura-
cion (més de 5 dias), la acumulacidn en el medio de detritus celulares o de productos
finales del metabolismo, puede inhibir inespecificamente (falsas deficiencias) la proli-
feracion celular.

3.- La falta o nimero insuficiente de células presentadoras de antigenos. Debi-
do a los procesos previos que se utilizan para enriquecer los cultivos en diversos tipos
celulares, se pueden perder estas células accesorias, que son importantes para el
mantenimiento de la viabilidad o la generacidn de la respuesta bioldgica de los linfoci-
tos. De hecho, en ausencia de células presentadoras de antigenos no se obtienen
buenas proliferaciones de linfocitos ante las estimulaciones con mitégenos o antigenos.
Una forma de cortocircuitar este problema, es valorar las respuestas proliferativas
mediante la adicion de ésteres de forbol a los cultivos (como el APM) junto con algn
iondforo de calcio, que permite la activacion directa a los linfocitos con independencia

de la actividad de los monocitos.

La proliferacion celular se determina generalmente mediante una estimacion de
la incorporacién de un precursor de la sintesis de los acidos nucleicos que ha sido mar-
cado radiactivamente. Para ello, se utiliza un nucleésido, la timidina marcada con tritio,
[*H]timidina. Dado que es el Gnico que no forma parte del ARN, toda la radiactividad
que se detecte representara al ADN que se ha sintetizado por los linfocitos cultivados
tras su activacion por el estimulante empleado. La sensibilidad de esta técnica es tal,
que pequefas variaciones en las concentraciones celulares sembradas pueden dar lu-
gar a resultados dificiles de interpretar. Este método tiene la ventaja de que da infor-
macién sobre la actividad funcional global en cultivos con poblaciones celulares mix-
tas (T, B, NK, Monocitos), pero el inconveniente de que no da informacion precisa de
identificacion de la célula sintetizadora (como podria proporcionar la citometria de flu-
jo). El mayor inconveniente en los ensayos de proliferacion referidos es el uso de is6-

topos radiactivos, pues su realizacion queda restringida a laboratorios autorizados.

Existe una gran variedad de agentes que se puede utilizar para la induccién de
la proliferacidn de linfocitos. Técnicamente, estos deben ser evaluados previamente
para determinar en cada caso la dosis adecuada, pues en general la respuesta ante
estos estimulos suele ser de tipo campana: la proliferacion aumenta con la concentra-

cion del estimulo, hasta llegar a un punto de maxima proliferacién, a partir del cual
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incrementos de concentracion de mitdgeno resultan tdxicos y provocan en una dismi-
nucién de la sintesis de ADN. Los siguientes estimulantes, por orden decreciente de
potencia mitogénica, son los mas ampliamente utilizados:

- Como mitdgenos destacan las lectinas, que son proteinas derivadas de vege-
tales que se unen a carbohidratos de la superficie de los linfocitos. Entre ellas: la Fi-
tohemaglutinina (PHA), la Concanavalina A (ConA) y el Pokeweed Mitogen (PWM). Los
dos primeros estimulan a los linfocitos T mientras que el PWM actta tanto sobre los
linfocitos T como los B.

- Anticuerpos monoclonales, dirigidos contra moléculas de la superficie celular.
Entre otros, anti-u, -CD3, -CD28, -CD69 y una combinacion de -CD2/-CD2a.

- Determinantes antigenos de alérgenos y microorganismos. La toxina tetanica,
el PPD, fracciones proteicas de virus o alérgenos, etc.

- Y como coestimuladores, los anteriormente citados ésteres de forbol e io-

noforos del calcio.

Esta amplia dotacién de agentes inductores de la proliferacién linfocitaria, per-
mite una mejor seleccién de los estimulantes a emplear que varia en funcion de las

respuestas proliferativas que se deseen explorar.

Los ensayos de proliferacion celular son especialmente Utiles en diversas situa-
ciones clinicas:

1.- Evaluacién de la competencia inmunoldgica de los linfocitos T y B ante esti-
mulos policlonales (los mitogénos o ciertos anticuerpos monoclonales contra moléculas
de la superficie de las células linfoides) que son capaces de transmitir sefales intrace-
lulares. Las deficiencias proliferativas pueden ser indicativas de mecanismos alterados
en las células receptoras del estimulo e implicadas en las respuestas inmunoldgicas o
también en sefales originadas en células accesorias o colaboradoras.

2.- Evaluacion de las respuestas linfocitarias especificas (en sujetos expuestos)
ante un antigeno sensibilizante. Los resultados informan sobre si la persona analizada
estd 0 no sensibilizada (si ha tenido contacto previamente con el antigeno o alérgeno)
y si su nivel de respuesta es el adecuado (respuestas deficitarias o hiperreactivas).

3.- Determinacion de la compatibilidad tisular ante el HLA en cultivos mixtos de
linfocitos, como por ejemplo la fase previa a cualquier transplante que se pueda pro-

gramar con la suficiente antelacion.
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4.- Ademas, los ensayos de proliferacidn son una herramienta fundamental para
los estudios de investigacién pues permiten explorar /n vitro la activacion y Ia inhibicién
celular, sus mecanismos implicados y la influencia de diversos agente moduladores
(citocinas, prostaglandinas, receptores, etc.).

2.22.- i j j in VIH

Dependiendo de la velocidad de progresion de la inmunodeficiencia, ia infeccion
por el VIH provoca alteraciones cuantitativas en el nimero de linfocitos CD4" y
CD8"* (linfopenia CD4 y linfocitosis CD8) evidenciables tiempo después de la primoin-
feccion. Sin embargo, los defectos cualitativos de estos componentes celulares del
sistema inmunoldgico, inducidos por la presencia del virus, se pueden detectar con
anterioridad. Asi, la capacidad proliferativa /n vitro de las células mononucleares de
sangre periférica, PBMC, ante mitdgenos estd seriamente mermada antes incluso de
que se evidencien otros signos celulares de la infeccion'®11%!11 | os estimulantes ce-
lulares més selectivos 0 “menos potentes” pueden mostrar defectos tempranos en la
capacidad blastogénica de las poblaciones linfocitarias, destacando entre ellos como
precoces!'? el PWM y los anticuerpos monoclonales anti-CD3, y especialmente los anti-
genos vacunales, que son los primeros en perderse!’®. Por otro lado, la experiencia
acumulada desde el comienzo de la pandemia, muestra que respuesta ante mitégenos

114
i Y

sélo se hacen evidentes cuando verdaderamente existe una afectacion significativa de

“més potentes” como la PHA permanece inalterada durante mucho mas tiempo

linfocitos CD4* (muchas veces por debajo de 200 células/ul)'*®. Por ello, la pérdida de

las reactividades de los linfocitos ante las estimulaciones /n vitro son marcadores pre-
dictivos de la severidad y progresién hacia la inmunodeficiencia, independientemente
del recuento de linfocitos CD4'!'7, Uno de los mecanismos que se han implicado en la
pérdida de la capacidad proliferativa de los linfocitos de los seropositivos, es la alta
tasa de produccion de IL-10, una citocina con un marcado caracter inmunosupre-
sor''811% gin embargo, la escasa produccién y/o utilizacién in vitro de IL-2 en los in-
fectados'®'?! son las causas mas comunes que justifican las deficiencias proliferativas
de estos pacientes.

Los ensayos de proliferacion pueden, a la vez que valorar la pérdida de com-
petencia inmunoldgica'??, explorar la recuperacidn de las funciones linfoides tras las
terapias instauradas, y con ello valorar la eficacia terapéutica en su conjunto'®, Seria

deseable que los tratamientos que reduzcan la tasa de replicacién del VIH, permitan
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que se recuperen la cantidad y calidad de las células inmunes'?*, cuya recontitucion se
evidencie no solamente en los estudios de linfo-proliferacién /in vitro, sino también en

la capacidad celular para sintetizar y segregar citocinas!>%6 ,

2.3.- Citocinas

El sistema inmunoldgico es una parte del organismo que comprende tanto 6r-
ganos y tejidos como diversos tipos celulares que circulan libremente. El desarrollo y
funcionamiento del sistema inmunoldgico depende, en gran medida, de que todos es-
tos componentes estén presentes y, ademas, perfectamente orquestados. Para ello, las
células implicadas en la respuesta inmune producen una serie de glicoproteinas que
estan implicadas en el crecimiento y la diferenciacién celular y, decisivamente, en la
regulacién de la inmunidad vy la inflamacion. A estas proteinas, que se parecen mucho
a las hormonas, se les denomina genéricamente citocinas. A diferencia de las hormo-
nas, que ejercen su accion paracrina sistémica, las citocinas se producen y se consu-
men, fundamentalmente, en el dmbito tisular, tanto de forma autocrina (por la célula
productora) como paracrina (por una célula préxima y no productora). Las células lin-
foides no las producen de forma constitutiva ni las acumulan en vesiculas, pues sélo
las sintetizan tras la estimulacién celular. Son mediadores muy potentes (relacion acti-
vidad/masa) y sus vidas medias en el plasma son muy cortas. Cada citocina sélo inte-
racciona con su receptor especifico, que se halla presente en la membrana de las cé-
lulas dianas. Estos receptores son de alta afinidad, se expresan en muy baja cantidad
en las membranas plasmaticas y generalmente estan formados por al menos 2 cade-
nas (en su mayoria heterodiméricas) con funciones diferentes pero complementarias:
una se une a la citocina y la otra trasmite la sefial de esa unién a la célula receptora.
Sin embargo, todas ellas se caracterizan funcionalmente por el pleiotropismo y la re-
dundancia, es decir, que cada una ejerce multiples funciones dependiendo de la diana
celular, y que una funcién concreta puede ser ejercida por varias de ellas.

Mucho del interés cientifico se ha centrado en el estudio de estas moléculas in-
munorreguladoras, que mantienen la homeostasia del sistema inmunoldgico. Se han
definido dos tipos de linfocitos CD4* y CD8* (Th1-Th2 y Tc1-Tc2, respectivamente) en
funcién del perfil de citocinas que son capaces de producir ante la estimulacién'?. Los
linfocitos Th1-Tcl (en lo sucesivo Thl), sintetizan IL-2 e interferon gamma (IFN-y) y
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promueven la inmunidad mediada por células y la activacion de los macréfagos. Por el
contrario, los linfocitos Th2-Tc2 (en lo sucesivo Th2) sintetizan IL-4, IL-5 e IL-10, y
proporcionan las sefiales bioldgicas necesarias para inducir la sintesis de inmunoglobu-
linas por los linfocitos B, es decir, promueven la aparicion de las respuestas de tipo
humoral'®!?°, Las respuestas inflamatorias inducidas por los linfocitos Th1 favorecen
las respuestas citotoxicas, que son necesarias para eliminar patégenos intracelulares y
células tumorales, mientras que las respuestas inducidas por los linfocitos Th2 son mas
efectivas en el control de las enfermedades producidas por microorganismos extrace-

lulares, como son la mayoria de las bacterias.

2.3.2.- Citocii i

130 gintetiza-

La interleucina 2 (IL-2) es una glicoproteina monomeérica de 15 kDa
da y secretada por los linfocitos T, principalmente por los helper (CD4"), tras su esti-
mulacion antigénica o tras su activacion in vitro con mitdégenos'®.. La respuesta de los
linfocitos helper a la activacion es la simultanea expresion IL-2 y de su receptor, y la
consecuente expansion clonal de las células estimuladas por el antigeno. La IL-2 es,
por ello, un factor autocrino, aunque también actia de forma paracrina, estimulando a
las otras células que estén presentes en ese lugar. Al estimulo de la IL-2 responden
también los linfocitos B'*? y los NK**, los macréfagos™ y los neutréfilos'®®. La activi-
dad bioldgica de IL-2 viene mediada por la union de esta a su receptor especifico en la
superficie de las células'®. La IL-2 posee un papel central en la respuesta inmune por
lo que interferencias en su sintesis o la manipulacién en su utilizacién tiene importan-
cia fisiopatoldgica o terapéutica.

El interferon gamma (IFN-y) es una proteina multifuncional que posee marcada

actividad antiviral. Esta producida®®’

por linfocitos T y NK y se distingue de los otros
interferones en su alto peso molecular, 25 kDa, y su estabilidad a cambios de pH y
temperatura’®. Entre sus actividades bioldgicas merece ser destacado el aumentar la
expresion del complejo principal de histocompatibilidad (MHC de clases I y II'*), el
cual es necesario para la presentacion de los antigenos intra y extracelulares y asi

d140

promover la citotoxicidad** mediada por células y TNF-a..

2.3.3.- Citocinas de tipo Th2

La interleucina 4 (IL-4) es una glicoproteina de 19 kDa'¥

producida en linfoci-
tos activados cuya actividad funcional se ejerce, por union al receptor especifico, tanto
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en células de la estirpe hematopoyética, como en otros tipos celulares**’. Entre todas
sus pleiotropicas funciones destacaremos el promover la sintesis de inmunoglobuli-
nas'® e inducir la proliferacién de linfocitos B**.

La interleucina 5 (IL-5) es un homodimero glicosilado con una masa molecular
de 45 kDa'*. La IL-5 se produce en linfocitos T activados'* y ejerce su actividad sobre
eosindfilos, basdfilos y linfocitos B. Tras la interaccion con su receptor, la IL-5 promue-
ve la sintesis de inmunoglobulinas en los linfocitos B y la proliferacion y diferenciacién

de los eosindfilos!’

. Al ejercer su accion sobre eosindfilos y basdfilos, se le ha implica-
do patolégicamente en procesos inflamatorios y de hipersensibilidad.

La interleucina 10 (IL-10) fue descrita en sus comienzos como un factor produ-
cido por clones de linfocitos helper que inhibia la sintesis de los demas tipos de citoci-
nas'*. Es una citocina pleiotrépica que puede ejercer acciones tanto inmunosupresoras
como inmunoestimuladora, dependiendo de la célula que reciba su sefial. Las mas im-
portantes son la induccién de la proliferacion’* en clones del tipo Th2 y la inhibicién de

la sintesis de IFN-y e IL-2 en los clones de tipo Thl.

La interleucina 6 (IL-6) es una proteina multifuncional de 26 kDa'*

producida
tanto por células linfoides como no linfoides (también se le denomind interferén beta
2). Entre las primeras destacan los linfocitos T y B y los macrofagos. Los hepatocitos,
fibroblastos y células endoteliales™ también son una fuente importante de IL-6. Su
produccion esta inducida tanto de forma antigénica, como inespecifica por agentes
inflamatorios. Sus efectos sobre las células que porten su receptor en la membrana
plasmatica son muy variados. Entre ellos destacaremos la estimulacién de la prolifera-
cién y diferenciacién de los linfocitos B y la sintesis de anticuerpos'. Ademas, en los

hepatocitos, la IL-6 induce la produccién de las proteinas de fase aguda’®,

El factor de necrosis tumoral alpha'** (TNF-o.), también denominado caquecti-
na, es un polipéptido de 17 kDa que forma multimeros de dos o tres subunidades'®, El
TNF-o. posee actividades muy pleiotropicas y contrapuestas, dependiendo de cual sea
su célula diana. Entre las relacionadas con el sistema inmunolégico destacaremos, la
actividad antiviral, la citotdxica a través de receptores de muerte en la membrana ce-

lular y la activacién de los neutrdfilos y las respuestas de fase aguda’*®.

38



Introduccion

2.3.5.- Citocinas e infeccién por el VIH

Las citocinas estan implicadas en la inmunopatogenia del VIH en dos &mbitos
diferentes. Por un lado, el efecto que ciertas citocinas tienen sobre la replicacién viral
Yy, por otro, el desequilibrio inducido por el VIH de la homeostasis del sistema inmu-
noldgico.

H'%? jn vitro se

El efecto que diversas citocinas ejercen sobre la replicacion de VI
ha estudiado extensivamente. Existe una correlacién directa entre la activacion celular
y la replicacion del VIH, por lo que se deduce que los mecanismos que activan a los
linfocitos deben estar implicados en expresion de los genes virales. El primer agente
inductor del VIH descubierto fue el TNF-a, que ejercia esta accion de forma autocrina y
paracrina’®. Ademas de éste, otras citocinas incrementan o inhiben la replicacion del
virus in vitro, unas de forma autocrina y otras de forma paracrina. En este sentido,
destacan como facilitadores de expansion del VIH la IL-1'%°, IL-2'%°, IL-4'*! y como

represoras de la misma los interferones'®>!%,

En la infeccion por el VIH, la funcién cooperadora (helper) de los linfocitos
CD4* se pierde mucho antes de que se pueda evidenciar una deplecién de esta pobla-
cién, sugiriéndose que muy diversos factores podrian estar contribuyendo a la progre-
sidn de la inmunodeficiencia. En este sentido, la produccidn de un perfil inapropiado de
citocinas en respuesta a un insulto para el organismo puede conducir a una exacerba-
cién de la enfermedad, mas que a su control. En general, se acepta que la presencia
de potentes respuestas de tipo Thl conduce a la generacion y activacién de las res-
puestas citotoxicas (linfocitos CD8*) que son las acciones efectotras mas efectivas para
combatir a los virus.

Parece evidente que, en la infeccién por el VIH, un predominio de las
respuestas de tipo Th1 seria lo mas deseable para combatir al virus. En este sentido, la
activacion de los linfocitos CD8", que también son productores de citocinas de tipo Th1
(denominados Tc1), pueden incrementa el predominio de este tipo de respuestas. Es
mas, ya desde los comienzos de la pandemia de sida se observé que muchos de los
problemas relacionados con la infeccion por el VIH estaban mediados por la citocinas
y, para intentar comprender mejor la inmunopatogenia del VIH, se estudiaron tanto los
perfiles de citocinas plasmaticas como su produccion /in vitro. Las respuestas deficien-
tes in vitro, no sdlo resultaban en déficits proliferativos, sino también en déficits de
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secrecion de IL-2!%41%% e incrementos de produccidn de citocinas de tipo Th216667, por
todas estas evidencias, se sugirié que el VIH desequilibra la homeostasis inmunobiolé-
gica y provoca un cambio en el perfil normal de citocinas (Th1>Th2) con un predomi-
nio de las Th2 sobre Th1*1%2  Ello podria contribuir la progresién de la enfermedad,
la susceptibilidad a enfermedades oportunista y la aparicion de neopla-
Siage8 16917071 1) o5 mecanismos que explicarian en cambio de dominancia, y si

realmente ocurre /n vivo, aln estan por dilucidar'’*,

A la hora de estudiar las citocinas no se puede olvidar que los individuos VIH*,
al ser inmunodeficientes, son susceptibles de coinfectarse con otros microorganismos,
desde parasitos helminticoas hasta otros virus. Cualquier microorganismo invasor es
capaz de inducir que las células del sistema inmunolégico produzcan el patrén concreto
de citocinas que sea el mas efectivo para su erradicacién. En muchos casos, al coincidir
varios tipos de respuestas, se podrian provocar més una descoordinacion funcional que

una eficaz lucha orquestada.
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2.- Objetivo
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Objetivo

El objetivo del presente trabajo es estudiar la recuperacion inmunoldgica de ni-
fios infectados verticalmente por el virus de la inmunodeficiencia humana tras un pe-
riodo prolongado de TARGA.

El estudio comienza antes de iniciar la administracion de los TARGA (periodo
basal), lo que permite evaluar por un lado, el grado de supresion viral conseguido con
los tratamientos convencionales previos y, por otro lado, las profundas alteraciones
inmunoldgicas que presentan los pacientes en el periodo crénico de la infeccién por el
VIH+.

A partir del momento basal, se analiza durante 4 afios consecutivos de TARGA,
la reconstitucion de diversos parametros inmunoldgicos deficientes o hipertrofiados,
segun fuera la intensidad y persistencia de la supresion viral conseguida. Para ello, tras
clasificar los pacientes en grupos de eficacia terapéutica antiviral, en muestras de san-

gre periférica obtenidas evolutivamente, se analizaron:

Las poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+.

Las subpoblaciones de linfocitos efectores (CD28), el grado de maduracion
(CD45RA, CD45R0) y de activacion celular (CD38, HLA-DR).

Las respuestas proliferativas linfocitarias a estimulos policlonales.

La secrecién policlonal de citocinas Thl, Th2 y Proinflamatorias, y

El equilibrio Th1/Th2 y Proinflamatorio en plasma.

La eficacia inmunoldgica de los TARGA se valoro, al comparar los resultados
obtenidos en los pacientes con los valores de nifios normales VIH-, teniendo en cuen-
ta:

- El grado de recuperacion: total, parcial o inexistente.
- El momento evolutivo de aparicion: precoz, temprano o tardio, y

- La persistencia en el tiempo: mantenida o transitoria.
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4.1.- Descripcion de la cohorte

a) Nifios controles VIH-. Al plantearse el estudio de la dindmica de subpoblacio-
nes linfocitarias en el sida pediatrico, el primer aspecto que hay que considerar es que
el sistema inmunoldgico de los nifios es inmaduro y que cambia significativamente con
la edad hasta alcanzar, hacia los 5 afios, un estado de maduracién y equilibrio sufi-
ciente para equipararse al de los adultos. En este estudio se han utilizado como con-
troles las muestras procedentes de 60 nifios sanos, con edades comprendidas entre los
6 y los 18 afios. Sus datos inmunoldgicos seran utilizados como valores de referencia
en este trabajo.

b) Nifios infectados por el VIH. El presente estudio muestra los datos inmunol6-
gicos observados en nifios infectados verticalmente por el VIH, que son atendidos en la
Seccién de Infecciosos, Aislamiento 2, del Hospital Infantil La Fe de Valencia. En to-
dos ellos, el virus fue transmitido durante la gestacion o el parto (transmisién materno-
fetal). El plan de seguimiento del sida pediatrico del Hospital La Fe garantiza unas
evaluaciones periddicas a todos los infectados, entre dos y cuatro determinaciones
programadas al afio, y por supuesto, en caso de necesidad entre las citaciones.

Del total de los nifios en seguimiento se han seleccionado 34 pacientes, pero
“sélo y exclusivamente” en funcién de que cada nifio hubiera recibido tratamiento
TARGA durante 4 afios consecutivos y, se dispusieran de muestras y/o resultados ana-
liticos en los diferentes momentos del estudio. Los datos individuales de los 34 nifios
en el momento BASAL (antes de comenzar TARGA) se detallan en la tabla 4.1:

La diistribucion entre sexos es la siguiente, 21 hombres y 13 mujeres.

La edad media (aios) al inicio del TARGA 8,1; Rango [4,9-14,3].

Categorias Inmunoldgicas basales:

- en C.I. #1: Nifios sin inmunosupresién (n=10). Mostraron medianas de linfo-

citos CD4+ durante el periodo basal superiores a 500 cel/ul 0 porcentajes ma-

yores del 25% del total de linfocitos.

- en C.I. #2 : Nifios con moderada inmunosupresion (n=12). Se caracteriza por

mostrar medianas basales de linfocitos CD4+ entre 200 y 500 cel/ul o porcen-

tajes entre 15-25%.

- en C.I. #3: Nifios con inmunosupresion severa (n=12). Se define por pre-

sentar medianas basales de linfocitos CD4+ menores de 200 cel/ul o porcenta-

jes inferiores al 15%.
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Tratamientos antirretrovirales previos (Rx):

- 1RTI (n=17). Nifios que sélo habian recibido antirretrovirales, el mismo o al-
ternante, en mononoterapia y nunca en combinacién.

-_2RTI (n=9). Nifios que recibieron biterapia en forma de combinaciones de
dos inhibidores de la transcriptasa reversa.

- 1RTI y 1PI (n=8). Los pacientes que recibieron biterapia combinando un RTI
y un inhibidor de la proteasa.

Cargas Virales basales:

- baja (n=15) cuando ésta fue inferior a 10.000 copias/ml y

- alta (n=19) si era superior a 10.000 copias/ml.

Momento basal

Eficacia] edad Viremia Linf. CD4 | Linf. CD8
Pte. | Sx| TARGA | (afios) Rx (copias/ml) |C.l.| % I celis/pl | % | cells/pl
1 \% Alta 11,0 1RTI+ 1PI 200 2 28 396| 50 1.183
2 H Alta 10,9 1RTI+ 1PI 199 3 6 107| 66 881
3 H Alta 8,8 1RTI 312626 3 3 31} 59 604
4 H Alta 7.8 2RTI 758 1 41 674] 33 543
5 V Alta 6,4 1RTI 20.858 2 12 307| 59 1.761
6 V Alta 8,8 1RTi+ 1PI 199 1 29 499] 53 939
7 VvV Alta 7,0 2RTI 9900 1 37 1.184| 40 1.281
8 H Alta 4,9 2RTI 4533 1 27 1.053| 46 1.615
9 H Alta 143 1RTI 4789 3 4 43| 69 745
10 V  Alta 7,0 1RTI 641 1 39 131538 1.187
11 H Alta 9,0 1RTI 3414 2 17 396] 63 1.399
12 V  Baja 8,1 1RTI+ 1Pl 30003 3 9 173|165  1.119
13 H Baja 9,3 1RTI 64.897 2 19 396] 62 1.262
14 V Baja 8,7 1RTI 7541 2 15 4511 63 1.956
15 H Baja 8,3 1RTI+ 1Pl 12708 3 8 107} 64 906
16 H Baja 10,9 1RTI 260450 2 23 204| 48 426
17 V  Baja 11,4 1RTI+ 1P 10319 2 13 208| 57 985
18 V  Baja 8,6 1RTI 4824 3 12 88| 37 293
19 H Baja 75 1RTI 14771 1 31 1.010| 43  1.383
20 H Baja 10,7 1RTI 125750 3 2 12| 50 280
21 H Baja 53 1RTI 317.073 2 13 382152 1.350
22 H Baja 8,0 1RTI 2156 3 7 791 72 906
23 H Baja 8,8 1RTI 7236 3 15 161| 47 512
24 V Media 7.8 1RTI 29005 2 30 434| 44 619
25 H Media 10,3 2RTI 9940 3 13 191] 67 987
26 V Media 94 1RTI 12814 3 3 16] 14 66
27 H Media 9,8 2RTI 100.001 2 13 329] 73 2.156
28 H Media 7.3 1RTI+ 1Pl 14642 1 24 577| 37  1.010
29 V Media 6,8 2RTI 32548 2 22 458| 53  1.109
30 H Media 7.7 2RTI 15408 1 39 990] 34 854
31 H Media 5,7 1RTI+ 1PI 111615 3 2 40| 56 1.154
32 H Media 6,0 1RTIi+ 1PI 28827 2 23 480] 40 760
33 H Media 6,4 1RTI 24130 1 25 578| 41 878
34 V Media 53 2RTI 13322 1 47 1.434| 36 1.086

Tabla 4.1. Descripcion de la cohorte. La tabla muestra las caracteristicas basales de
los niflos incluidos en el estudio. Pte, Paciente; Sx, Sexo; Rx, Tratamiento; C.I.,
Categoria Inmunologica; %, porcentaje sobre el total de linfocitos.
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En los 34 nifios VIH* se ha valorado el efecto de los tratamientos antirretrovi-
rales de gran actividad, (TARGA), sobre los marcadores inmunoldgicos de progresion
de la inmunodeficiencia. Se ha definido al TARGA como la combinacion de tres o mas
farmacos anti-VIH siempre que se incluya como minimo un inhibidor de la proteasa del
VIH. El momento anterior al TARGA, también denominado pre-TARGA o basal, se
considera tanto la mono como la biterapia administrada.

41.1.- i6

El estudio retrospectivo tiene una duracion total de cinco afos consecutivos,
que comienza un afio antes (basal) de que cada paciente empiecen a recibir el TARGA
y finaliza al acabar el cuarto afio de TARGA. En cada uno de los periodos considerados
(basal, 19, 29, 3° y 4° afio) se muestran la medianas, rango de valores y nimero de
determinaciones para cada parametro y en cada grupo de estudio. Estos periodos se
han considerado de dos formas distintas:

- Para los estudios de identificacion celular, al disponer de suficientes determi-
naciones en cada afio, la secuencia cronoldgica se ha agrupado de la siguiente forma:
basal, y TARGA, dividido éste como momentos: 1° afio, 2° afio, 3° afio y 4° afio.

- Para los ensayos de funcionalidad linfocitaria y los analisis de citocinas, como
el nimero de determinaciones era menor y con vistas a poder hacer estudios estadisti-
cos, la secuencia cronoldgica fue la siguiente: basal y TARGA dividido en dos momen-
tos, a saber, temprano (1° y 2° afio) y tardio (3° y 4° afio).

4.1.2.- Agn ien los nif [ i

Para evaluar el efecto de los TARGA sobre la recuperacion del sistema inmuno-
légico, los nifios infectados por el VIH han sido agrupados en funcion de su respuesta
viral (carga viral) a los TARGA. El Unico criterio para valorar la eficacia de los TARGA en
este estudio ha sido la evaluacion de las modificaciones que sufre la carga viral con el
tratamiento. Los tres grupos por Eficacia considerados son:

- Los nifios que presentan alta eficacia (n=11): muestran un descenso de sus
cargas virales, desde el primer afio y mantenidas durante todo el estudio, hasta valores
indetectables (supresion viral efectiva y persistente). La mediana de todo el periodo
TARGA fue de 199 copias/ml con un rango de 9.659 copias/ml.

- Por otro lado, los nifios que presentan eficacia media (n=11) son aquellos
en los que el TARGA consigue disminuir las cargas virales basales en al menos un lo-
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garitmo, pero sin llegar a ser indetectables. Ademés es un efecto que se observa sola-
mente el momentos tardios, a partir del 3 afio, de evolucion del TARGA. La mediana de
todo el periodo TARGA fue de 9.050 copias/ml con un rango de 749.951 copias/ml.

- Por ultimo, los nifios que muestran una baja eficacia (n=12) son aquellos
que no consiguen disminuir significativamente sus cargas virales basales en ningln
momento del estudio, a pesar de recibir los TARGA. La mediana de todo el periodo
TARGA fue de 55.850 copias/ml con un rango de 749.802 copias/ml.

4.2.- Determinacion de la carga viral

Estas determinaciones se realizaron sistematicamente en el Servicio de Biologia
Molecular del Departamento de Microbiologia del Hospital Universitario La Fe. En
muestras sanguineas frescas (menos de 2 horas tras la extraccion) y anticoaguladas
con EDTA (nunca heparina porque inhibe la PCR), se determind la cantidad libre de
viriones del VIH mediante una RT-PCR comercial, siguiendo las recomendaciones del
fabricante (Amplicor HIV monitor, Roche Diagnostic Systems, Spain). Consiste en una
PCR (reacci6n en cadena de la polimerasa), pero con un paso previo que incluye la
conversion del ARN viral en ADN complementario mediante la transcriptasa reversa
(RT). Se ha utilizado el método estandar de preparacion de las muestras, situandose el
umbral de deteccién de esta técnica en 200 copias de ARN viral/ml.

La técnica consta bésicamente de 4 fases: a) En primer lugar, mediante un
agente caotrdpico lisante, se extrae el ARN de las particulas virales, y se le hace preci-
pitar en alcohol. Como la técnica es cuantitativa, en este paso se adicionan los estan-
dares a cada una de las muestras. b) A continuacion se procede en un solo paso, gra-
cias a la accion de la ADN polimerasa, a la sintesis de la copia de ADNc (complemen-
tario) y su amplificacion con primers que estan biotinilados. c) Tras este paso, las he-
bras duplex de ADN son desnaturalizadas y se permite que hibriden con cadenas com-
plementarias unidas a particulas magnéticas. d) Finalmente la deteccién colorimétrica
(a 660 nm) de las cadenas de ADN formadas en el proceso de amplificacién (que tie-
nen biotina) y que quedan unidas al sistema magnéticamente, se realiza con la adicién
de estreptavidina (con afinidad por la biotina) marcada con el enzima peroxidasa de

rabano y su substrato, el TMB. Los resultados se expresan como copias/ml.
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4.3.- Citometria de flujo

La evaluacion citofluorimétrica multicolor se ha convertido en una herramienta
fundamental para el laboratorio de inmunologia. Gracias a su tecnologia se ha podido
analizar con una precision sin igual la expresion de diferentes moléculas presentes
tanto en la membrana plasmatica de los leucocitos como en diversos componentes
intracelulares. Actualmente el estudio de las subpoblaciones linfocitarias se realiza con
esta tecnologia y nos permite, en la infeccion pediatrica por el VIH, identificar deficien-
cias numéricas en distintas subpoblaciones linfocitarias y con distintas funcionalidades
0 grados de maduracion.

Los linfocitos de sangre periférica fueron inmunofenotipados mediante citome-
tria de flujo de tres y cuatro colores en las instalaciones de la Secciéon de Inmunohe-
matologia del Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana. El analisis se reali-
26 con muestras de sangre completa, fresca y anticoagulada con EDTA. La citometria
de tres colores se realizd hasta noviembre de 1999 y se analizé con un citometro
FACScan de la empresa Becton Dickinson (San José, CA, USA) con el software desarro-
llado por la misma, LYSIS II. A partir de esa fecha se realizd la citometria de cuatro
colores al disponer de un citdmetro FACScalibur con el software CellQuest, todo ello
también producido por la empresa Becton Dickinson. Todos los anticuerpos monoclo-
nales, adquiridos también a Becton-Dickinson, estaban directamente marcados con las
moléculas fluorescentes, a saber, FITC (Isotianato de fluoresceina), PE (Ficoeritrina),
PerCP y APC (Alloficocianina).

Los linfocitos se tifieron usando la técnica de lisis de eritrocitos en sangre com-

pletal75’176'177’178

, siguiendo las recomendaciones de Becton Dickinson, el constructor del
citdmetro y suministrador de los reactivos. Brevemente, de 5 a 10 pl de combinaciones
de anticuerpos marcados con fluorocromos se afiadieron a 100 pul de sangre y se incu-
baron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras esto, se afadieron 2 ml de
solucion de lisis a las muestras y se mezclaron incubandose durante 10 minutos mas.
Las células marcadas se lavaron dos veces y se resuspendieron en PBS para su analisis
en un citdmetro y se recogieron los datos en list mode para su posterior analisis. Se
recogié la informacion proporcionada al adquirir de 5.000 a 10.000 eventos (siendo
2.000 el nimero minimo de células contadas requerido para formar parte del estudio),

después de haber hecho un gating en la poblacion linfocitaria por forward y side
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scatter. El fondo del marcaje fluorescente se averigué pasando los isotipos de los anti-
cuerpos monoclonales usados, sin ninguna afinidad por la muestra, y con el mismo
fluorocromo y se restd de los resultados. Los resultados se expresaron en valores ab-
solutos (células/pl) y porcentaje sobre el total de linfocitos (%).

Dependiendo del nimero de fotodetectores en el citdmetro, y por consiguiente
del numero de colores disponibles, se han realizado las siguientes combinaciones:

- Combinacion de fluorocromos para tres colores

Tubo | PerCP | FITC PE
1 CD3 CD4 | CD45RA
2 CD3 CD4 | CD45R0
3 CD3 CD8 | CD45RA
4 CD3 CD8 | CD45R0
Tubo | PerCP | FITC PE
1 CD3 CD4 | CD28
2 CD3 CD8 | CD28
Tubo | PerCP | FITC PE
1 CD3 CD4 | HLA-DR
2 CD3 CD4 | CD38
3 CD3 CD8 | HLA-DR
4 CD3 CD8 | CD38

- Combinacion de fluorocromos para cuatro colores

Tubo | PerCP | APC | FITC PE
1 CD3 | CD4 | CD45RA | CD45R0
2 CD3 | CD8 | CDA5RA | CD45R0
Tubo | PerCP | APC PE
1 CD3 | CD4 | CD28
2 CD3 | CD8 | CD28
Tubo | PerCP | APC | FITC PE
1 CD3 | CD4 | HLA-DR | CD38
2 CD3 | CD8 | HLA-DR | CD38

4.4.- Ensayos de proliferacion linfocitaria

Los cultivos se han realizado con muestras de sangre fresca anticoagulada pro-
cedentes de los sanos y de los nifios VIH+ (no pasan mas de tres horas desde su ex-
traccion hasta que comienza su procesado). Se ha utilizado la técnica de sangre total
que se ha desarrollado en nuestro laboratorio frente a los cultivos clasicos de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC).
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Brevemente, los estudios inmunoldgicos generalmente implican la separacion
de PBMC. Por un lado, esto requiere mucha cantidad de muestra para obtener un gran
numero de células purificadas, y por otro, éstas quedan aisladas de su ambiente na-
tural /in vivo, no pudiendo descartarse un sesgo poblacional. Dado que en los nifios
(especialmente los recién nacidos) el volumen de sangre obtenido es un factor critico a
tener en cuenta, hemos adoptado los cultivos de sangre total intentando ademas mi-
metizar las condiciones naturales de cada individuo, variando al minimo el nimero y la
proporcién de células inmunocompetentes circulantes'’?180181182 para realizar los culti-
vos celulares de sangre total, las células de la sangre libres de plasma, se lavaron sua-
vemente 2 veces (250 g x 10 min) con solucién salina fisiolégica 0,9% (Laboratorios
Grifols, Espafia). Se suspendid el pellet en un volumen pequefio y se contaron las po-
blaciones celulares en un hematocitdmetro biparamétrico (Coulter, USA). Una vez co-
nocido el nimero de células de que se disponia, éstas se resuspendieron a una con-
centracion final de 10° leucocitos/ml en medio RPMI 1640 (Gibco BRL, UK) comple-
mentado con un 5% de suero bovino fetal (FBS, Sigma, USA), L-glutamina (Sigma,
USA) y antibidticos (cdctel de estreptomicina y fungizona). Los cultivos se mantuvieron
en incubadores (Assab, Suecia) a 37°C con un 5% de CO, y un 100% de humedad.
Como nos referiremos a estimulos mitogénicos potentes, los cultivos que se han reali-
zado son de corta duracién, 4 dias, y para ellos las placas de 96 pocillos (Nunc, Dina-
marca), con un volumen de cultivo de 200pl/pocillo, son las apropiadas al ser poco
significativa la evaporacién. Cada pocillo contenia 2x10° leucocitos. La capacidad blas-
togénica se indujo, por triplicado, con los siguientes mitdgenos (y a las siguientes con-
centraciones finales): PHA (20 pg/ml, Sigma, USA), ConA (20 pg/ml, Sigma, USA),
PWM (5 ng/ml, Sigma, USA). También se estimuld con el anticuerpo monoclonal anti-
CD3 (20 ng/ml, Ortho, USA), pues se utiliza casi universalmente en este tipo de ensa-
yos y no necesita la coactivacion con APM.

Las concentraciones optimas de mitégenos y timidina se establecieron en el la-
boratorio en estudios preliminares. Esta ampliamente aceptado que este tipo de cultivo
presenta un maximo de incorporacion de [*H]timidina al tercer dia. Por ello, a los culti-
vos se les adiciond 0,5 uCi/pocillo de [*H]timidina (Amersham, UK) a las 72 horas de
haberlos iniciado y se recogieron las células 24 horas después sobre filtros de fibra de
vidrio (Whatman, UK) en un cell-harvester multicanal de fabricacion propia. Se lisaron
las células con agua destilada y el ADN, con la [*H]timidina, se fijé a los filtros con &ci-

do tricloroacético al 5% (Scharlau, Espafa). Después de secarse los filtros en aire seco
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a 45 °C se sumergieron en el liquido de centelleo apolar, Biogreen 111 (Scharlau, Es-
pafia) y se midié la radiactividad incorporada al ADN en un contador B de centelleo
liquido (LKB, Dinamarca). Una vez conocido el rendimiento tedrico de nuestro isétopo
en nuestro sistema de contaje, las cuentas por minuto que rinde el aparato se trans-
formaron en desintegraciones por minuto y se hall6 la media de cada triplicado.

4.5.- Sintesis “in vitro” de citocinas

En paralelo a los cultivos de proliferacion, y siempre que la muestra rindiera su-
ficiente nimero de células para realizar las siembras, se realizaron las inducciones de
secrecion de citocinas in vitro. A continuacion se describen exclusivamente las diferen-
cias respecto a los cultivos de proliferacién. Las células obtenidas de sangre total se
sembraron en macroplacas de 24 pocillos, que permiten un volumen de cultivo de 2
ml. Como se disponia de una resuspension a una concentracion final de 10° leucoci-
tos/ml, cada pocillo contenia 2x10° leucocitos. La produccion de citocinas se indujo con
dos mitégenos, la PHA (20 ug/ml, Sigma, USA) y el PWM (5 ug/ml, Sigma, USA) adi-
cionados inmediatamente tras la siembra celular. Como la sintesis de citocinas es un
evento cinético independiente, cada una presenta su méaximo de produccién en mo-
mentos diferentes. Por ello se recogieron los sobrenadantes, de pocillos independien-
tes, en dos momentos distintos, 48 y 96 horas. Datos cinéticos previos del laboratorio
indicaban que las citocinas cuantificadas en este estudio seguian el siguiente patron:

- citocinas de sintesis temprana (48 h): IL-2, IL-4, IL-10 y TNF-o

- citocinas de sintesis tardia (96 h): IL-5, IL-6 e IFN-y.

Los sobrenadantes acelulares (ultracentrifugados a 13.000 r.p.m., 180") recogi-
dos en cada caso, se almacenaron a -80° C pafa su posterior analisis.

4.6.- Cuantificacion de citocinas

Debidos su alta sensibilidad, especificidad y accesibilidad, los inmunoensayos
con enzimas conjugados se han convertido en la herramienta mas extendida para la
determinacion de sustancias solubles en los fluidos bioldgicos o los sobrenadantes de
los cultivos celulares. En nuestro caso, las citocinas plasmaticas y las de los sobrena-
dantes de cultivos celulares se analizaron por duplicado mediante ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assays) especificos de tipo sandwich. Para su realizacién se
han utilizado pares de anticuerpos comerciales y su empleo se ha protocolizado en
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nuestro laboratorio siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Son los siguien-
tes:

- R&D Systems (MN, USA): IL-2, IL-4 e IL-5. Para los plasmas, la curva patrén
posibilitd las siguientes sensibilidades 10, 5 y 4 pg/ml respectivamente, mientras que
para los sobrenadantes de cultivo fueron 25, 5 y 4 pg/ml respectivamente.

- Genzyme (MA, USA): IFN-y e IL-10. Para los plasmas, la curva patrén posibi-
litd las siguientes sensibilidades 15 y 8 pg/ml respectivamente, mientras que para los
sobrenadantes de cultivo fueron 25 y 8 pg/ml respectivamente.

- Endogen (MA, USA): IL-6 y TNF-a Para los plasmas, la curva patrdén posibilité
las siguientes sensibilidades 2 y 8 pg/ml respectivamente, mientras que para los so-
brenadantes de cultivo fueron 200 y 8 pg/ml respectivamente.

Los ELISAs constan de varias fases:

1.- El coating o sensibilizacidn de las placas de microtitracion de 96 pocillos Ma-
xisorb® (Nunc, Dinamarca) se realiz6 siempre con anticuerpos monoclonales (5 pg/ml)
en PBS 0,15 M (pH=7,4), durante 24 horas a temperatura ambiente (TA).

2.- Tras lavar las placas, se adicionaron por duplicado los plasmas o las mues-
tras de los sobrenadantes, los controles negativos y los estandares recombinantes de
referencia (curvas patrén especificas para cada citocina) y se incubaron 24 horas a TA.
Todos los lavados se realizaron con PBS y Tween 20 (Sigma, USA) al 0,05%.

3.- A continuacién se lavaron las placas, para eliminar la fraccidén de la muestra
que no se hubiera unido especificamente al anticuerpo de captura. Entonces se adicio-
naron los anticuerpos de deteccién (entre 200 y 2.000 ng/ml), todos disueltos en PBS
con Tween 20 al 0,05% vy caseina (Merck, Alemania) al 1%. Se incubaron 1 hora a
37°C. Los anticuerpos secundarios de R&D (policlonales) y Endogen (monoclonales)
estaban biotinilados mientras que los de Genzyme eran policlonales de conejo.

4.- Después de lavar las placas se adiciond, o bien la estreptavidina marcada
con peroxidasa de rabano (para detectar los anticuerpos biotinilados), o bien el anti-
cuerpo policlonal de cabra anti-IgG de conejo también marcado con peroxidasa (detec-
cién de los policlonales de Genzyme). Ambos disueltos también en PBS con Tween 20
al 0,05% y caseina al 1% (p/v) y se incubaron 1 hora a 37°C.

5.- Tras lavar se pasoé al revelado de las placas. El color se obtuvo al adicionar
la O-phenylendiamine (OPD a la concentracién de 0,4 mg/ml; Sigma, USA), que es el
substrato de la peroxidasa, en tampon citrato-fosfato 0,05 M (Sigma, USA) con H,0,
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(0,014%) a los pocillos. Después de mantenerlos 30 minutos en la oscuridad, se paré
la reaccién con H,S0, 3,6 N (Scharlau, Espafia).

6.- El andlisis de la densidad dptica (D.0.) a 492 nm (filtro de referencia a 690
nm) se realizd con un lector TECAN y el software Magellan para su interpretacion (Te-
can, Austria).

7.- Las D.O. de las muestras obtenidas en cada ensayo de citocina se extrapo-
laron de acuerdo con las obtenidas en cada curva de referencia especifica y los resul-

tados se expresaron en pg/ml.

4.7.- Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con la ayuda de programa SPSS 10.0. La distri-
bucidn de cada variable en cada grupo se analizo con en test de Kolmogorov-Smirnov,
el cual demostré que casi ninguna seguian una distribucion normal. Por ello se han
utilizado métodos no paramétricos para analizar las diferencias entre cada una de las
variables y cada uno de los grupos. Se ha usado el test de Kruskal-Wallis para valorar
las diferencias entre medias de varios grupos y el test de Mann-Whitney para valorar
las diferencias cuando se comparan dos grupos.

Como las variables no siguen una distribucién normal los resultados se mues-
tran como mediana, rango y nimero de determinaciones. Una p<0,05 se considerd

significativa.
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5.1.- Linfocitos CD4" y CD8"* y Subpoblaciones CD45RA y CD45R0O

1.1.- Il -

En la tabla 5.1, se detallan los valores (medianas, rangos y nimero de casos)
observados en la distribucion de los linfocitos circulantes CD3*CD4* y CD3*CD8" en el
grupo control de nifios VIH-, y que sirven de referencia para la evaluacion de los pa-
cientes VIH+ en seguimiento. Las cifras porcentuales y absolutas de las medianas de-
tectadas en los linfocitos CD4" son significativamente mds altos (cociente
CD4/CD8>1,5) que las detectadas en la poblacidn de linfocitos CD8" circulantes (me-
dianas de 41 vs 25%; 1.102 vs 600 cel/ul). El desequilibrio poblacional CD4<CD8 no se
observo en ninguno de los controles analizados.

En la tabla 5.2, se expresan los valores porcentuales y absolutos de las subpo-
biaciones CD45RA y CD45R0 de los linfocitos CD4* y CD8* de estos nifios de referen-
cia. Tanto en los linfocitos CD4* como en los CD8*, la subpoblacién CD45RA es predo-
minante sobre la CD45R0. Este predominio es especialmente significativo en la pobla-
cién CD8*(cocientes RA/RO de CD4*=1,5; cociente RA/RO de CD8*=3,4).

- Nifios inf rel VIH. Suj j

Los nifios VIH+ han sido agrupados en tres categorias de respuestas, de acuer-
do con la evolucién de sus cargas virales tras la instauracién de los TARGA. La tabla y
figura 5.1, muestran las medianas anuales de cargas virales que han permitido estas
agrupaciones. Asi, los nifios que presentan Alta Eficacia al TARGA (Alta, en tablas y
figuras), muestran un descenso de sus cargas virales hasta cifras indetectables ya des-
de el primer afio y mantenidas durante todo el estudio evolutivo. Por otro lado, los
nifios que presentan Eficacia Media al TARGA (Media) son aquellos en los que se
consigue disminuir tardiamente sus valores de cargas virales en al menos un logaritmo,
sin llegar a ser indetectables, pero a partir del 3 afio de evolucién con TARGA (mo-
mento tardio). Ya por Ultimo constatar que los nifios que muestran una Baja Eficacia
al TARGA (Baja) no consiguen disminuir significativamente sus cargas virales a pesar
de recibir tratamientos combinados anti-VIH.
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Eficacia . carga viral CD4 CcD8
TARGA | Momento | estadistica | - cimi) %| celisn| %| celtsil
Mediana 41 1.102| 25 600
Controles Rango 34 1.827| 32 1.268
n 66 66| 66 66
Mediana 2.348| 23 458| 54 1.183
basal Rango 590.362| 42 1.426] 48 1.873
n 34| 31 31| 31 3
Mediana 199] 28 642| 46 901
1 Rango 9.508| 44 1.684| 51 2.239
n 39| 34 34| 34 34
Mediana 199| 33 898} 37 938
Alta 2 Rango 950| 28 1.082} 33 1.750
n 36| 36 36| 36 36
Mediana 199| 37 814 37 759
3 Rango 595|123  1.149]1 28  1.396
n 26| 24 24| 24 24
Mediana 199] 32 859| 38 818
4 Rango 827| 23 820| 28 1.432
n 13| 23 23| 23 23
Mediana 27.758| 22 388) 42 903
basal Rango 396.244}) 37 1.040] 66 2.359
n 37] 32 32| 32 32
Mediana 10.815| 26 513| 45 909
1 Rango 209.931| 46  1.429| 49  2.498
n 56| 37 371 37 37
Mediana 19.162| 24 655} 46 1.105
Media 2 Rango 749.801] 35 1.294] 41 2.598
n 441 30 30§ 30 30
Mediana 5.943| 26 777|143 1.250
3 Rango 401.801} 33 784| 40 2.322
n 42] 24 24| 24 24
Mediana 4.595| 29 733] 43  1.046
4 Rango 20.051| 30 648| 33 1.897
n 20] 23 23] 23 23
Mediana 10.207] 13 197| 56 955
basal Rango 748.999| 31 1.238| 47  2.862
n 33| 44 44| 44 44
Mediana 39.262| 16 238] 51 886
1 Rango 749.802| 34 1.136{ 43 1.814
n 62 40 401 40 40
Mediana 72.005{ 20 262| 53 821
Baja 2 Rango 749.801] 32 1.033| 45 2.883
n 69) 34 34| 34 34
Mediana 55.750| 19 307| 54 892
3 Rango 749.801| 25 399] 34  2.889
n 70| 34 34| 34 34
Mediana 45.600| 24 414] 52 915
4 Rango 749.802| 24 678| 36  2.832
n 49| 32 32| 32 32

Tabla 5.1. Linfocitos CD4, CD8 y cargas virales. La tabla representa las medianas, rangos y numero de
determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por
momentos de estudio. Claves: %, porcentaje sobre el total de linfocitos; Basal, pre-TARGA; 1, 1° aiio de TARGA; 2,
2° afio de TARGA; 3, 3° afio de TARGA,; 4, 4° afio de TARGA.
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La tabla y figura 5.1, muestran los valores (mediana, rango y nimero de estu-
dios) observados en la poblacion de nifios VIH+ de las poblaciones de linfocitos CD4* y
CD8" en momentos basales, previos al TARGA, y el efecto que sobre estas tienen los
tratamientos TARGA administrados durante cuatro afos consecutivos. En la parte iz-
quierda de las figuras se muestran los valores de referencia observados en la poblacién
de nifios normales VIH-. La eficacia del tratamiento TARGA sobre las cargas virales
plasmaticas se muestra en la figura 5.1, y permite definir a los nifios VIH+ por los 3

tipos de respuesta terapéutica descrita en material y métodos (descripcién de la

cohorte).
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Figura 5.1. Linfocitos CD4, CD8 y cargas virales. La figura representa las medianas, de los nifios controles y de la
cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de estudio.

Al analizar los linfocitos CD4* lo primero a sefialar es que los nifios VIH+ de
los tres grupos muestra, en condiciones basales, linfopenia respecto a la normalidad, y
significativamente diferentes entre si (p<0,05). Es este sentido, los nifios del grupo
Alta Eficacia presentan valores superiores de linfocitos CD4* a los demas. Su grado de
linfopenia, aunque es moderada se diferencia claramente de los que responden con
Eficacia Media (458 vs 388 cel/ul). Los nifios que responden con Eficacia Baja al TAR-
GA, iniciaron el tratamiento con cifras basales de linfocitos CD4* mas bajas (CD4<200
cel/ul), dentro de lo que se denomina linfopenia severa de grado 3 (C.I.#3).
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Eficacia ) CD4 cos ratio
TARGA momento estadistica | CD45RA CD45R0 CD45RA CD45R0 RA/RO

% cells/ul] % cellsiyll % cells/ul] % cells/ull CD4| CD8

Mediana | 26 629] 19 387| 19 441 5 123 1,5 34

Controles Rango 28 991} 27 569] 19 7231 15 311] 5,0| 97,9

n 42 42} 42 42| 42 42| 42 42| 42| 42

Mediana | 12 288] 8 167] 22 416] 28 5931 1,5 0,9

basal Rango 32  1.055] 17 845| 45  1.028| 57 1.376] 6,3|] 9,0

n 30 30] 30 30| 31 31) 31 31| 30| 31

Mediana | 18 394] 10 208| 24 516] 27 416 1,8 0,9

1 Rango 35  1.295| 13 621125 1.074| 43 1169} 4,1] 3,7

n 33 33| 33 33 33 33| 33 331 33] 33

Mediana | 25 649} 10 242| 25 633] 12 268] 2,71 22

Alta 2 Rango 32 966| 8 407] 22  1.367] 26 691] 3.6/ 3,56

n 36 36| 36 36| 36 36| 36 36| 36| 36

Mediana | 26 626] 11 266) 26 581| 11 261) 24| 23

3 Rango 19 848| 10 3901 29  1.331| 17 341] 3,01 51

n 24 24| 24 24| 24 24] 24 24| 24| 24

Mediana | 22 586| 11 270] 23 543] 11 288] 2,01 22

4 Rango 19 667| 11 322126  1.310| 17 5831 2,7] 5.0

n 23 23| 23 23| 23 23| 23 23| 23] 23

Mediana {13 245) 7 151| 21 378 21 503| 1,5 09

basal Rango 27 749| 13 321] 30 922| 49 1.453] 3,0 17

n 31 31| 3 31| 32 32| 32 321 31} 32

Mediana | 17 3421 7 169| 21 470} 25 495| 1,9 08

1 Rango 38 1.167{ 13 2801 24  1.360j 45  1.382| 3,9 27

n 37 37137 37| 37 37| 37 371 37| 37

Mediana | 16 429| 8 209| 24 680| 19 505 2,1] 14

Media 2 Rango 35 1.093] 9 486) 39  2.408| 55 1.553] 3.6/ 4.9

n 30 30| 30 30) 30 30{ 30 30f 30| 30

Mediana | 17 482| 8 248| 25 643| 16 466] 2,1 1.4

3 Rango 24 669| 12 339] 25 1.009| 23 1.321] 51| 4.1

n 22 22| 22 22] 22 22| 22 22 22| 22

Mediana | 21 522 9 213] 24 588| 17 450 2,1 1.4

4 Rango 21 508} 10 301| 25 981|126 1.174] 2,9] 29

n 23 23] 23 23| 23 23| 23 23] 23] 23

Mediana 7 90| 6 96| 22 324} 30 542 1,2] 0,8

basal Rango 22 942 9 293| 32 1.268j40 1.673| 3,21 1.4

n 44 44| 44 44| 44 44} 44 44| 44| 44

Mediana 9 113| 7 109] 18 3041 29 564 12| 06

1 Rango 25 848| 11 364 20 888| 54 1512 2,7 21

n 36 36/ 36 36{ 36 36| 36 36] 36| 36

Mediana | 10 144| 8 101| 26 363| 27 386] 1,2 1.1

Baja 2 Rango 26 853} 21 296| 38  1.188| 52  2.105| 44| 25

n 34 34] 34 34| 34 34) 34 34| 34| 34

Mediana | 10 184| 7 113] 29 428| 27 476 16| 1.1

3 Rango 23 378| 11 1741 34  1.631| 42  1.598] 4,0] 47

n 33 33] 33 33| 33 33| 33 33| 33] 33

Mediana | 15 265] 9 146] 29 519| 23 436] 1,8 1,2

4 Rango 23 561| 6 199] 23 1.344|1 50 1.805| 3,9 7,0

n 32 32| 32 32| 32 32| 32 32y 32} 32

Tabla 5.2. Linfocitos virgenes (CD45RA) y de memoria (CD45R0). La tabla representa las medianas,
rangos y numero de determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados
por eficacia terapéutica y por momentos de estudio. Claves: %, porcentaje sobre el total de linfocitos;
Basal, pre-TARGA; 1, 1° afio de TARGA; 2, 2° afio de TARGA,; 3, 3° aifo de TARGA,; 4, 4° afio de TARGA.
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Al analizar la evolucidn de las cifras de linfocitos CD4* tras el TARGA se observa que
los nifios que responden con Alta Eficacia al TARGA, ya a partir del primer afio mejoran
de su linfopenia y, desde el segundo afio del inicio del TARGA, muestran valores signi-
ficativamente superiores y mantenidos durante los tres afios siguientes del estudio. Los
nifios con Eficacia Media al TARGA muestran el mismo perfil que el grupo anterior con
aumentos de linfocitos CD4* circulantes, pero retrasado un afio en el tiempo. En am-
bos grupos no se alcanzan finalmente los valores de linfocitos CD4" observados en los
sujetos normales. Los nifios que no responden al TARGA (grupo de Baja Eficacia)
muestran incrementos anuales progresivos en sus valores de linfocitos CD4" y, aunque
al cuarto afio de TARGA consiguen duplicar sus cifras basales (mejorando su categoria
inmunoldgica de CI#3 a CI#2), aln son muy bajas e inferiores (un 50%) a las

observadas en ese momento terapéutico en los otros dos grupos de VIH+.
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Figura 5.2. Linfocites CD3+ virgenes (CD45RA) y de memoria (CD45R0) . La figura representa las medianas, de los
nifios controles y de la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de estudio.

En la tabla y figura 5.2 se muestran los datos observados en la subpoblaciones
CD45RA Yy CD45R0 en los linfocitos CD4". La linfopenia basal inicial en los tres gru-
pos de infectados es de tipo global y afecta, tanto a la poblacion de células virgenes
(CD45RA) como a las de memoria (CD45R0), siendo los nifios del grupo de baja efica-

cia los que muestran la linfopenia CD4*CD45RA mas intensa y significativa. En los ni-
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fios que responden con Alta y Media eficacia al TARGA se observa un significativo in-
cremento de las células CD4*CD45RA desde el primer afio de tratamiento, que se
acentlla y mantiene en los tres afios siguientes. La recuperacion de las CD4"CD5RA
circulantes es total en los nifos que muestran Alta Eficacia desde el segundo afio de
tratamiento mientras que en los de Eficacia Media esta normalidad también la adquie-
ren pero al tercer afio. La citopenia CD4*CD45RA de los nifios que muestran Baja Efi-
cacia al TARGA se corrige parcialmente (hasta un 50% del valor normal) tras cuatro
afios de TARGA. Sin embargo, la subpoblacién CD4*CD45R0 cuantitativamente defi-
ciente en los momentos basales en los 3 grupos de nifos, se incrementa ligeramente a

lo largo del TARGA, aunque sin alcanzar los valores observados en los controles sanos.

Por lo que respecta al estudio de los linfocitos CD8* en condiciones basales,
todos los grupos de nifios VIH+ muestran una intensa linfocitosis, muy similar entre si
y, respecto a los valores normales, significativamente alta (p<0,005). En ninguno de
estos grupos, ni a largo de los 4 afios de TARGA, se observa una disminucién de las
medianas de linfocitos CD8* hasta la normalidad. Al estudiar la distribucién de las
subpoblaciones CD45 en linfocitos CD8", llama la atencién que la linfocitosis referida,
en los 3 grupos de nifios, es a expensas del incremento exclusivo de la subpoblacién
de células de memoria (CD8*CD45R0), con diferencias evolutivas entre ellos seguin la
eficacia terapéutica. Asi, los nifios del grupo con alta eficacia, muestran una disminu-
cién significativa (p<0,05) de los linfocitos CD8*CD45R0 (no detectable en los otros 2
grupos de pacientes) a partir del 2 afio de tratamiento TARGA, cuyos valores se man-
tienen bajos hasta el final del estudio, aunque superiores a la normalidad. Sin embar-
go, en los otros dos grupos de nifios (eficacia Media y Baja) los 4 afios de TARGA no
disminuyen los altos valores de CD8*CD45R0 circulantes, ni muestran diferencias sig-
nificativas entre si. Por el contrario, el perfil de las células CD8*CD45RA (virgenes, no
primadas) muestra que, en condiciones basales, sdlo en los pacientes con Baja eficacia
se detectan las CD8*CD45RA disminuidas, mientras que en los que responden con
Alta y Media Eficacia al TARGA, se observan valores similares a los de los controles.
Tras el TARGA, las células CD8*CD45RA aumentan progresivamente en todos los gru-
pos, aunque de forma mas marcada en los nifios con respuesta media o baja al TAR-

GA, y valores estabilizados desde el 20-3° afio del mismo.
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5.2.- Expresion de CD28 en los linfocitos periféricos

oo

- I -

En la tabla y figura 5.3 se detallan las medianas, rangos y nimero de estu-
dios observados en la distribucion de los linfocitos circulantes CD3*CD4* y CD3*CD8*
que expresan la molécula o antigeno coactivador CD28, en el grupo control de nifios
VIH-, y que sirven de referencia para la evaluacion de los pacientes VIH+ en segui-
miento. Las medianas porcentuales y absolutas de los linfocitos CD4*CD28" muestran
que esta subpoblacion representa el 98,35% de la totalidad de los linfocitos CD4" pe-
riféricos en nifios y adolescentes con edades comprendidas entre 6 y 18 afios. Menos
de un 2% de los linfocitos CD4* circulantes no expresan el CD28.

Por el contrario, en la poblacién CD8* no se observan esta desproporcién, pues
casi un 30% de los linfocitos CD8" son CD28  (medianas 159 cel/n y un 7% del total
de linfocitos CD3*). En los nifios sanos, el cociente CD8*CD28*/CD8*CD28" es gene-

ralmente superior a 2.

.- Nifios inf rel VIH. Suj I

Los nifios VIH+ han sido agrupados por sus tres categorias de respuestas tera-
péuticas, de acuerdo con la evolucion de sus cargas virales tras la instauracion de los
TARGA. En la tabla y figura 5.3 se muestran los valores observados en la poblacion
de nifios VIH+ de las subpoblaciones CD4* y CD8" que expresan (CD28") o no (CD28)
la molécula coestimuladora. Se detallan las medianas, rangos y nimero de estudios
realizados en cada uno de los momentos del estudio retrospectivo y agrupados por
afos, desde el momento basal (pre-TARGA) hasta la finalizacidon del cuarto afio de
TARGA.

En el momento basal, todos los grupos de infectados (con alta, media y baja
eficacia del TARGA) muestran una intensa citopenia de linfocitos CD4*CD28", tanto en
valores porcentuales como absolutos respecto a la normalidad (para ambos p<0,001).
La mediana del grupo que presentd baja eficacia al TARGA (179 cel/pl), es significati-
vamente mas baja que la de los otros grupos infectados (276 y 364 cel/pl).

La subpoblacion CD4*CD28" no representa, al igual que ocurre en la poblacién
de nifios sanos, mas en un 1% de los linfocitos CD4* totales, y fue en muchos casos
indetectable.
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Eficacia CcD4a cD8
TARGA momento estadistica CD28+ CD28- CD28+ CcD28-
% cells/ul] % cells/ul] % cellsiul] % cells/pl
Mediana | 41 1.0771 1 18] 15 49| 7 159
Controles Rango 29 1.133] 9 237] 13 571| 17 397
n 35 35| 35 35] 43 43| 43 43
Mediana 9 276 1 1] 16 386| 36 702
basal Rango 26 923| 4 143| 19 910§ 52 1.583
n 12 12} 12 12| 31 31| 31 31
Mediana | 24 449] 3 92] 20 410] 29 524
1 Rango 35 1.440| 5 199\ 27 1.124| 64  2.007
n 8 8| 8 8| 33 33| 33 33
Mediana | 36 771 4 115] 19 445} 21 430
Alta 2 Rango 20 7141 19 477| 20 668] 30 1.231
n 7 71 7 7] 31 31| 31 31
Mediana | 35 729] 3 84| 22 507| 15 273
3 Rango 23 907} 6 137| 15 7711 21 766
n 17 171 17 17} 22 22| 22 22
Mediana | 28 789| 3 85] 21 499] 16 262
4 Rango 22 771 6 92| 17 672| 24 924
n 23 23] 23 23] 23 23| 23 23
Mediana | 12 364| 1 1] 15 289| 24 515
basal Rango 27 684| 2 43| 21 615| 64  2.215
n 19 19{ 19 19] 31 31| 31 31
Mediana | 41 1.013] 3 54| 19 430] 22 377
1 Rango 40 1.323] 6 103| 21 658} 49  2.158
n 9 9 9 9] 36 36{ 36 36
Mediana | 33 997| 3 60] 19 515] 27 617
Media 2 Rango 27 989| 7 218| 13 593| 37 2.065
n 7 71 7 7| 30 30{ 30 30
Mediana | 24 739 3 88| 18 585| 22 627
3 Rango 34 712| 4 190| 22 469] 45  1.956
n 14 14| 14 14| 17 17) 17 17
Mediana |25 667} 3 71| 19 4841 21 572
4 Rango 30 609] 5 141] 19 634| 38  1.568
n 23 23] 23 23} 23 23| 23 23
Mediana | 14 179] 1 11 13 162| 44 707
basal Rango 21 744| 4 1671 17 609] 54 2424
n 31 31| 3 31| 44 44| 44 44
Mediana 8 115 1 25| 16 258| 36 635
1 Rango 8 255| 4 70| 20 564| 58  1.750
n 6 6] 6 6| 40 40| 40 40
Mediana 18 246| 35 527
Baja 2 Rango 19 539] 55 1.445
n 33 33| 33 33
Mediana | 12 265| 3 54| 18 308| 34 610
3 Rango 18 340 241| 30 353| 48 2.672
n 1 11| 11 11| 25 25| 25 25
Mediana | 19 348| 4 64| 15 328| 34 614
4 Rango 27 671| 6 294} 22 616 45 2.705
n 3 31| A 31 3 31| 3 31

Tabla 5.3. Expressién de CD28 en los linfocitos CD3+. La tabla representa las medianas, rangos y namero de
determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por
momentos de estudio. Claves: %, porcentaje sobre el total de linfocitos; Basal, pre-TARGA; 1, 1° afio de TARGA;
2, 2° afio de TARGA,; 3, 3° afio de TARGA,; 4, 4° afio de TARGA.
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En el primer afio del tratamiento TARGA, se observa un incremento frente al
valor basal muy significativo de las medianas de los linfocitos CD4*CD28" en los pa-
cientes que respondieron con alta (p<0.05) y media (p<0.001) eficacia al TARGA, es-
pecialmente en estos Ultimos. Frente a los valores de referencia, los pacientes con efi-
cacia alta muestran medianas significativamente inferiores (p<0.001), mientras que los
nifios con eficacia media normalizaron ya sus medianas de esta subpoblacién linfocita-
ria. Sin embargo, la linfopenia CD4*CD28" persiste, en el primer afio TARGA, con los
mismos valores que durante el momento basal.
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Figura 5.3. Expresién de CD28 en Linfocitos CD3+. La figura representa las medianas, de los nifios controles y de la
cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de estudio.

En los nifios con alta eficacia en la supresion viral la recuperacién de las células
CD4*CD28* es mas intensa en el segundo afio de tratamiento, se mantiene al mismo
nivel hasta el cuarto y Gltimo afio de seguimiento, pero es un 20% inferior que la nor-
malidad (aunque no significativa). En los nifios con eficacia media se observa, en el
periodo tardio TARGA, una disminucién de la mediana de los linfocitos CD4*CD28" al-
canzada en los dos primeros afos de tratamiento, con valores similares a los del grupo
anterior, que se mantiene hasta el cuarto afio. En ambos grupos de nifios, mas del
95% de los linfocitos CD4* son CD28" y proximos a la normalidad.
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En el tercer y cuarto aio de tratamiento TARGA, el grupo de nifios con baja efi-
cacia antiviral muestra incrementos significativos (p<0.05) de la subpoblacién de linfo-
citos CD4*CD28" respecto a sus valores basales. A pesar de este incremento, estos
valores contintian mostrando una linfopenia severa de esta subpoblacion, y son signifi-
cativamente menores que los alcanzados por los otros grupos. Este valor al cuarto afio

es similar al que mostraron los nifios de los otros grupos en el momento basal.

La recuperacion de los linfocitos CD47CD28 es total en todos los grupos de in-
fectados ya desde el primer afio de TARGA. Sus medianas muestran valores que llegan

a superar los observados en la poblacién normal.

Sélo en el grupo de nifios que no responden al TARGA muestran medianas sig-
nificativamente menores que la normalidad de linfocitos CD8*CD28", en el mo-
mento basal (p< 0.05; 162 vs 349 cel/pl). En los tres grupos de respuesta terapéutica,
tras la instauracidn de los TARGA, y durante los cuatro momentos evolutivos del estu-
dio, las medianas de los linfocitos CD8*CD28" circulantes se incrementan gradual y
proporcionalmente a sus valores basales respectivos. En el cuarto afio, los linfocitos
CD8*CD28* de todos los grupos, muestran valores que no se diferencian significativa-
mente de la normalidad.

En el momento basal, todos los grupos de nifios infectados, mostraron una in-
tensa linfocitosis de la subpoblacion CD8*CD28" (p<0.001) indiferenciables entre si
mismos. Sélo los nifios que presentan alta eficacia al TARGA, muestran una disminu-
cién gradual de esta subpoblacion desde el primer afio de tratamiento, consiguiendo
valores en la normalidad en el tercer afio y manteniéndolos hasta el Ultimo afio de se-
guimiento. En este grupo de infectados, el cociente CD8"CD28*/CD8*CD28" al cuarto
afio es 1,9.

Sin embargo, en los otros dos grupos de infectados (media y baja eficacia) no
se observa una disminucién significativa de la subpoblacién CD8CD28'.
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5.3.- Expresion de CD38 en los linfocitos periféricos

En la tabla y figura 5.4 se detallan las medianas, rangos y nimero de determi-
naciones realizadas sobre la expresion del marcador CD38 en la poblacién control del
estudio. Estos valores sirven de referencia para la evaluacion de la recuperacion inmu-
noldgica en los nifios VIH+ en seguimiento. Los resultados muestran que en los linfo-
citos CD4", la subpoblacion CD38* es predominante sobre la CD38", llegando a duplicar
a esta Ultima (p<0,05). Los linfocitos CD4*CD38" representan un 28% sobre el total de
linfocitos, mientras que la subpoblacion CD4*CD38" es el 14%, 6 lo que es lo mismo
698 vs 382 cel/ul respectivamente.

En la poblacién de linfocitos CD8* aunque también predominan las células que
expresan CD38*, esta desproporcion no es tan marcada ni significativa. La subpobla-
cion CD8*CD38" representa el 13% de los linfocitos circulantes frente al 9% de las
CD8*CD38 (288 vs 236 cel/pl respectivamente).

- Nifios inf r el VIH. Suj 1

La tabla y figura 5.4 también muestra los valores observados en los nifios in-
fectados por el VIH y que han sido agrupados en funcién de la capacidad de los TARGA
de suprimir la viremia a corto y largo plazo. La evolucidn tras el tratamiento se muestra
como los resultados obtenidos en ese marcador celular durante cuatro afios. Como en
el caso de los controles, también se muestran las medianas, los rangos y el nimero de
determinaciones realizadas en cada momento, desde el periodo basal o pre-TARGA
hasta la finalizacidn del cuarto afio de tratamiento.

En los nifios infectados, no disponemos de datos de la expresion de CD38 en
los linfocitos CD4* para el momento basal, pero si a partir del primer afio de TARGA.
Lo que si que se puede constatar es que los infectados que responden con eficacia alta
y media a los TARGA ya desde el primer afio de tratamiento muestran valores similares
a los controles en el nimero de linfocitos CD4*CD38". Estas cifras las mantienen sin
cambios significativos durante todos los afios del estudio. Sin embargo, los nifios que
no responden al TARGA, muestran una linfopenia muy significativa (p<0,001) de esta

subpoblacion. Se observa que con los afios de tratamiento aumenta esta subpoblacion
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sobre sus niveles anteriores, pero sin alcanzar valores como la normalidad o los otros
grupos de infectados (p<0,001).

Eficacia Ccb4 CD8
TARGA momento estadistica CD38+ CD38- CD38+ CD38-
% celis/ul] % cells/pl] % cellsiul] % celis/pl
Mediana | 28 698| 14 382| 13 288| 9 236
Controles Rango 18  1.236] 18 621| 18 571| 29 922
n 54 54| 54 54| 41 41| 41 41
Mediana 37 792] 13 350
basal Rango 57 1.8491 33 1.193
n 30 30} 30 30
Mediana | 34 762| 6 206{ 30 580| 14 321
1 Rango 18 979| 7 113162 1.634| 59  1.859
n 5 5| 5 5] 33 33| 33 33
Mediana | 32 723 7 192| 28 613} 12 289
Alta 2 Rango 20 568] 8 196| 31 1.207| 25 695
n 12 12| 12 12] 36 36| 36 36
Mediana | 31 683| 6 183 25 495] 11 272
3 Rango 20 700 8 303/ 24 1.145| 16 621
n 19 19} 19 19| 24 24| 24 24
Mediana | 24 669] 7 199] 22 4821 16 407
4 Rango 20 620] 11 301| 25 1.042| 15 596
n 23 23| 23 23| 23 23| 23 23
Mediana 30 606| 16 339
basal Rango 41 1.173] 66  1.611
n 28 28| 28 28
Mediana | 37 892| § 178| 34 702 8 186
1 Rango 25 934| 5 152{ 47 2.311167  1.951
n 9 9] 9 9] 36 36| 36 36
Mediana | 34 958| 7 180] 35 829] 12 334
Media 2 Rango 24 990| 3 129] 28 1.930{ 29 1.223
n 7 71 7 7] 30 30{ 30 30
Mediana | 22 630| 4 145 34 9971 8 225
3 Rango 28 613| 6 265/ 34 1.134] 24 1.238
n 19 19] 19 19] 22 22| 22 22
Mediana | 25 579 § 148] 28 670] 11 307
4 Rango 26 568| 6 254123 1.071]24 1.161
n 23 23| 23 23| 23 23] 23 23
Mediana 33 417] 22 340
basal Rango 50 2.365)47 1.054
n 42 42} 42 42
Mediana 36 618} 156 204
1 Rango 50 1.082}60 1.179
n 40 40| 40 40
Mediana 44 633 9 122
Baja 2 Rango 57 2.782| 31 637
n 34 34| 34 34
Mediana | 14 2021 3 87| 44 699| 8 156
3 Rango 16 318] 4 147|134  2.283| 25 646
n 18 18] 18 18| 33 33| 33 33
Mediana | 19 309| 4 112] 34 605| 15 249
4 Rango 22 613| 8 209/ 40 1.959} 24 1.174
n 32 32| 32 32| 32 32| 32 32

Tabla 5.4. Expression de CD38 en los linfocitos CD3+. La tabla representa las medianas, rangos y nimero de
determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por
momentos de estudio. Claves: %, porcentaje sobre el total de linfocitos; Basal, pre-TARGA; 1, 1° afio de TARGA; 2, 2°
afio de TARGA,; 3, 3° afio de TARGA,; 4, 4° afio de TARGA.
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Por el contrario, al observar los valores de la subpoblacién CD4*CD38 se aprecia que
durante el primer afio de tratamiento, los tres grupos de infectados son similares e
igualmente linfopénicos sobre la normalidad (p<0,001). Esta significativa linfopenia se
mantiene durante todos los momentos del estudio evolutivo en todos los grupos, pero
con discretas diferencias con respecto a la eficacia del TARGA. La poblacion CD4*CD38
no consigue aumentar, ni tan siquiera minimamente, incluso cuatro afos después de

haber mostrado eficacia terapéutica y repoblar efectivamente a los linfocitos CD4".

Linfocitos CD4*CD38* Linfocitos CD8*CD38*
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Figura 5.4. Expresién de CD38 en Linfocitos CD3+. La figura representa las medianas, de los nifios controles y de la
cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de estudio.

Los resultados obtenidos en la poblacién de linfocitos CD8" nos muestran que
en condiciones basales, en los infectados se evidencia una linfocitosis CD8", la cual
estd asociada a una expansion de la subpoblacion CD8*CD38". Esta linfocitosis basal
es diferente entre los tres grupos de infectados (p<0,05), y de mayor envergadura en
los nifios que muestran o bien alta o bien media eficacia al TARGA. A pesar de discre-
tas variaciones durante los afios de TARGA, este predominio de finfocitos CD8*CD38"
no revierte con el tratamiento en ninguno de los grupos de nifios infectados por el VIH.

Por otro lado, es apreciable que en los tres grupos de infectados, en condicio-
nes basales también acontece una significativa (p<0,05) expansion de la subpoblacién

CD8*CD38". En todos los grupos de infectados, esta subpoblacion si que sufre cambios
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tras el primer afio de administracion de los TRAGA, alcanzando valores préximos a la

normalidad y manteniéndose en ese nivel durante todo el tiempo de duracién del estu-
dio.

5.4.- Expresién de HLA-DR en los linfocitos periféricos

4.1.-

En la tabla y figura 5.5 se detallan las medianas, rangos y numero de estu-
dios observados en el grupo referencia para la evaluacion de los pacientes infectados
por el VIH, sobre la distribucion de los linfocitos T periféricos, CD4* y CD8*, que expre-
san el marcador de activacion HLA-DR. En la poblacién CD4", llama la atencién la baja
expresion del marcador HLA-DR (35 cel/ul y un 2%). Las medianas muestran que los
linfocitos CD4*HLA-DR suponen casi el 100% de los linfocitos CD4* periféricos en los
niflos control (p<0,001).

En la poblacién CD8*, aunque las células CD8"HLA-DR™ son también las pre-
dominantes (404 cel/pl), no se observa esta desproporcion, pues casi un 25% de los
linfocitos CD8* son HLA-DR* (mediana 91 cel/).

4.2.- Nifios in Vi i i

Como en los estudios de expresion del CD38 antes descritos, en la poblacién
CD4* carecemos de datos de expresion del HLA-DR en el momento basal. En los nifios
infectados por el VIH, la subpoblacion CD4*HLA-DR* es muy baja, como en los sujetos
normales, y con ese mismo perfil se mantienen durante el estudio evolutivo realizado.
A pesar de la linfopenia que presentan los nifios VIH+ de diversos grados, y en diver-
sas fases del estudio, no se observan diferencias significativas ni entre los infectados,
ni éstos con respecto a los controles.

La subpoblacion CD4"HLA-DR™ si que diferencia las diversas agrupaciones de
infectados entre si y con respecto a los controles. Desde el primer afio de TARGA, los
nifios que responden al tratamiento con alta y media eficacia presentan un perfil simi-
lar a los controles. A partir del tercer afio de tratamiento estabilizan el ndmero de linfo-
citos CD4"HLA-DR™ con medianas que no muestran diferencias significativas con res-
pecto a los controles. Por el contrario, los nifios que presentan una eficacia baja al
TARGA presentan una linfopenia muy marcada (p<0,001) de la poblacion que es
CD4*HLA-DR’, que persiste hasta los momentos tardios del tratamiento.
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Eficacia CcD4 cos
TARGA momento estadistica DR+ DR- DR+ DR-
% celis/yl| % cellsiull % celisiull % celis/pl
Mediana 2 35|40 1.136] 4 91] 18 404
Controles Rango 5 114| 21 970} 27 708| 26 929
n 54 54| 64 54| 40 40| 40 40
Mediana 19 384] 26 620
basal Rango 69 1.581| 51 1.715
n 31 31] 31 31
Mediana 4 41] 33 873] 19 276] 28 683
1 Rango 3 85| 17 1.083| 55 1.157| 63 2375
n 5 5| 5 5] 33 33| 33 33
Mediana 2 30| 37 885| 8 192| 29 712
Alta 2 Rango 6 124] 22 652| 27 835/ 39 1.662
n 12 12 12 12| 36 36| 36 36
Mediana 1 17] 36 764] 5 122{ 30 705
3 Rango 6 131] 22 873] 32 646| 26  1.446
n 19 19] 19 19| 24 24| 24 24
Mediana 1 19| 31 831} 4 93] 32 749
4 Rango 3 59| 22 819] 17 6501 27  1.310
n 23 23] 23 23| 23 23] 23 23
Mediana 18 233| 26 576
basal Rango 47 785| 56  2.091
n 32 32| 32 32
Mediana 2 29| 40  1.044) 18 348] 28 651
1 Rango 9 190| 25 903] 39 1453129 1.087
n 9 9f 9 9| 37 37| 37 37
Mediana 2 14| 38  1.160| 18 469| 29 734
Media 2 Rango 2 45128 1.105| 39  1.491|1 33 1.630
n 7 71 7 7| 30 30] 30 30
Mediana 3 35| 24 790] 1 325] 31 898
3 Rango 4 117 31 645] 28 855] 31 1.874
n 19 19| 19 19} 22 22| 22 22
Mediana 2 22| 26 715] 7 170| 34 780
4 Rango 3 51| 31 629] 20 582|130 1.669
n 23 23| 23 23| 23 23| 23 23
Mediana 31 333] 28 502
basal Rango 69 1.181| 67 2676
n 44 44| 44 44
Mediana 27 374] 27 386
1 Rango 46 912 50 1.217
n 40 40| 40 40
Mediana 28 427| 23 362
Baja 2 Rango 52  2.278| 31 1.088
n 34 34} 34 34
Mediana 3 20] 14 283] 22 365] 30 492
3 Rango 3 46| 16 352| 51 16771 43  1.890
n 18 18| 18 18] 33 33| 33 33
Mediana 3 20| 21 400] 14 276| 37 610
4 Rango 5 56| 24 671] 62  1.323| 47 2118
n 32 32| 32 32{ 32 32| 32 32

Tabla 5.5. Expression de HLA-DR en los linfocitos CD3+. La tabla representa las medianas, rangos y nimero de
determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos
de estudio. Claves: %, porcentaje sobre el total de linfocitos; Basal, pre-TARGA,; 1, 1° afio de TARGA,; 2, 2° afio de TARGA;
3, 3° aflo de TARGA,; 4, 4° afio de TARGA.
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Figura 5.5. Expresién de HLA-DR en Linfocitos CD3+. La figura representa las medianas, de los nifios controles y de
la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de estudio.C

En la poblacion de linfocitos CD8*, en condiciones basales se aprecia que los
nifios infectados muestran una significativa linfocitosis y se objetiva que la expresion
de HLA-DR es muy alta en todos los grupos de infectados con respecto a los controles
(p<0,001). Tras instaurar los TARGA se observa una disminucién de esta poblacion,
pero solo en el grupo de nifios que muestran alta eficacia al tratamiento. En esta po-
blacién de infectados a partir del tercer afio la expresion de HLA-DR es similar a los
controles. Por otro lado, los restantes dos grupos de nifios infectados muestran valores
de linfocitos CD8*HLA-DR* que aumentan en paralelo hasta el segundo afo de TARGA
y que a partir del 3° afio de tratamiento comienzan a disminuir. A pesar del descenso,
en el cuarto afo de tratamiento siguen estando significativamente elevadas en ambos
grupos aunque en mayor medida en los nifios que no muestran alta eficacia al TARGA
(frente a los valores normales, p<0,05 y p<0,001 respectivamente).

En condiciones basales, el nimero de linfocitos CD8*HLA-DR" también es signi-
ficativamente mas alto que la normalidad en los infectados que muestran eficacias al-
tas y medias al TARGA (p<0,05). En ellos, tras comenzar el tratamiento aun se eviden-
cian incrementos progresivos y significativos de esta subpoblacion. Los nifios infecta-
dos que presentan baja eficacia al TARGA parten en condiciones basales de cifras li-

geramente superiores a la normalidad, pero no diferenciables significativamente. A lo
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largo de la evolucion del TARGA muestran variaciones los niveles de esta subpoblacion
sin alejarse de la normalidad, a excepcion del cuarto afio de tratamiento, momento en
el cual presentan una linfocitosis CD8*HLA-DR™ significativa (p<0,05) aunque menor
que los otros grupos de infectados.

5.5.- Estudios de Proliferacion linfocitaria “in vitro™

1.- Ii] -

En la tabla y figura 5.6, se muestran los valores (mediana, rango y nimero de
estudios realizados) de las respuestas proliferativas linfocitarias observados en los pa-
cientes VIH+ y en los sujetos normales. En las figuras, las medianas de estas res-
puestas a la PHA, ConA, CD3 y PWM detectadas en los controles se representan en la
parte izquierda de las mismas. En ellos, las respuestas proliferativas son de diferente
intensidad ante cada uno de los estimulos, siendo la PHA y la ConA las de mayor po-
tencia mitogénica (45.213 y 39.442 cpm respectivamente) y las de menor envergadura
el CD3 (25.877 cpm) y el PWM (11.871 cpm).

.- Nifios inf [ VIH. Suj 1

También se muestran los datos obtenidos en los nifios VIH+ estudiados y agru-
pados segun los diferentes grupos de eficacia anti-VIH del TARGA que se han valorado

en este estudio.

Dado que la recuperacion funcional es previsiblemente mas lenta que la recu-
peracién cuantitativa de los efectores linfocitarios circulantes (descritos anteriormente),
y con el objeto de aumentar el nimero de casos de forma que nos permitiera el estu-
dio estadistico, el efecto de estos tratamientos TARGA sobre las respuestas linfoproli-
ferativas se valord agrupando las medianas en dos momentos evolutivos:

a) efecto funcional temprano: medianas de los dos primeros afios de TARGA y

b) efecto funcional tardio: medianas del tercer y cuarto afio de TARGA.

Los resultados referidos al momento basal se detallan en la tabla 5.6. Los tres
grupos de pacientes VIH+ considerados (con alta, media y baja eficacia respuesta al
TARGA) muestran, respecto a los valores del grupo control, marcados déficits prolife-

rativos linfocitarios ante todos los estimulos empleados. Estas deficiencias funcionales
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3 son especialmente intensas en las respuestas proliferativas inducidas por el CD3 y
PWM. Es mas, en este momento pre-TARGA, los déficits proliferativos son mas inten-
sos en los nifos VIH+ en los que se observa una respuesta media o baja a los TARGA.
Es decir, en condiciones basales las mejores respuestas proliferativas se observan,
aunque deficitarias en los nifios en los que el TARGA se mostro altamente eficaz en la

| supresion viral.

ii‘:;f momento | estadistica | PHA | cona | cD3 | Pwm

| Mediana | 45.213| 30.442| 25877 11.871
\ Controles Rango 94.026] 72.941] 76.070| 57.685
i n 58 58 46 58
Mediana | 29.772| 17.401| 7.880| 3.437

basal Rango | 230.888| 191.107| 135.494| 28.316

n 16 16 16 16

Mediana 61.219| 38.130| 25.487{ 10.882

Alta 1°-2° afio Rango 316.546| 184.539| 187.908| 143.611
i n 26 26 26 26
Mediana 57.185| 39.731| 31.405| 11.127

3°4° afio Rango 112.402] 120.750| 98.556| 54.875

n 31 31 31 3

Mediana 11.537 7.123 1.030 1.977

basal Rango 107.267} 112.596| 116.167| 30.850
n 19 19 19 19

Mediana 36.051| 20.355| 20.579] 7.062
1 Media  1°-2°afio Rango 215.771| 203.563| 178.869] 88.587
‘ n 26 27 27 27

Mediana 41.640| 28.245| 22.614| 5.571
3°4° afio Rango 138.502| 118.333] 108.554| 156.021

{ n 39 39 39 39
i Mediana 6.816| 2583 548 787
‘ basal Rango 46.944| 28.667] 9.130] 13.038
n 29 29 29 29

Mediana 8.050| 3.387 1.456 1.037

Baja 1°-2° afio Rango 138.042| 200.040| 124.646] 24.906

n 33 33 33 33

Mediana 28.778] 21.808| 21.220| 4.303
3°4° aflo Rango 108.259] 102.024| 83.905| 27.427
n 49 48 49 49

Tabla 5.6. Respuestas proliferativas linfocitarias. La tabla representa las medianas, rangos y nimero de
determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por
momentos de estudio. Los valores representan d.p.m.=desintegraciones por minuto. Claves: PHA,
fitohemaglutinina; ConA, Concanavalina A; CD3, anticuerpo anti-CD3; PWM, Pokeweed Mitogen; Basal, pre-
TARGA; 1°-2° afio, momento temprano=1° y 2° afio de TARGA; 3°-4° afio, momento tardio=3° y 4° afio de
TARGA.

El efecto inmunoldqico temprano del TARGA es muy evidente en los nifios que
muestran una alta eficacia del tratamiento, (con supresion de la carga viral hasta va-
lores indetectables desde el primer afio).
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En los nifios con alta eficacia del TARGA se observa una recuperacion hasta la
normalidad, temprana y mantenida (efecto tardio), de las respuestas proliferativas in-

ducidas por los cuatro estimulos empleados.

En el grupo de nifos con eficacia media, las respuestas proliferativas a todos
los mitdgenos mejoran significativamente desde los momentos iniciales del tratamiento
y se mantienen en el tiempo, pero sin alcanzar ni los valores del grupo de anterior ni el

de los sujetos normales (recuperacion funcional inmediata y parcial).
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Figura 5.6. Respuestas proliferativas linfocitarias. La figura representa las medianas de las desintegraciones por
minuto, de los nifios controles y de 1a cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de
estudio.

En los nifios que muestran una baja respuesta al TARGA no se observan signos
de recuperacion funcional en el momento temprano del TARGA ante ninguno de los
estimulos empleados. Sin embargo, en los momentos tardios del tratamiento, si que se
observa una significativa recuperacion de las respuestas proliferativas linfocitarias a
todos los estimulos, sin alcanzar ni los valores normales, pero proximos a los nifios que

presentan eficacia media.
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5.6.- Citocinas plasmaticas

Los niveles de citocinas plasmaticas son inferiores a los que se detectan en la
secrecion de citocinas in vitro. Habida cuenta que la produccién y el consumo de las
citocinas es en su mayor parte tisular y, que la que se cuantifica en plasma es el exce-
so de la producida pero ain no consumida (secrecion y consumo paracrino), es légico
esperar que muchas de estas citocinas plasmaticas sean indetectables o de muy bajo
nivel. Ademas, a nivel plasmatico los sujetos sanos y por supuesto los infectados por el
VIH tienen grandes concentraciones de receptores solubles de muchas de estas citoci-
nas que interaccionando con ellas pueden bloquear los epitopos antigénicos que son
reconocidos en los ensayos cuantitativos. De acuerdo con los fabricantes de los anti-

Eficacia Th1 Th2 Proinflam.
TARGA Momento estadistica | o\ ien ol s |iLs|iL10| L6 TNFa
Mediana | 212| 70| 204] 17| 21| 10| 61

Controles Rango 654| 546 1064] 4301 157| 105 722

n 48| 44| 69| 43| 26| 63 34

Mediana | 104] 44| 101] 16| 3| 17| 25

basal Rango | 559| 303| seo| 107] 6| 46| 508

n 12| 6| 18] 10| 5| 20} 1

Mediana | 67| 67| 160] 17| 7| 17| 50

Alta 1°-2° afto Rango 285] 332] 947| 618 73] 559 610
n 28 33] 56| 26 18 54 45

Mediana 52 30| 145 7 12 10 47

3°4° aiio Rango 227] 366| 976] 66 33 55 461

n 20 20] 28| 20 20 29 19

Mediana 159 74] 373| 16 6 20 95

basal Rango 541| 401| 645| 121] 169 130 377
n 12 13| 24 9 8 28 13

Mediana 61 22| 208 11 12 23 36

Media 1°-2° afio Rango 414| 156| 847] 56 49| 787 920
n 26 271 55| 22 16 47 40

Mediana 92 35| 159| 12 13 18 71

3°-4* afio Rango 651 727| 863| 234| 240 72 579

n 30 3N 39| 20 24 39 33

Mediana 157 79| 107 7 26 12 10

basal Rango 398 288| 643] 155 65 50 297
n 12 13] 28] 16 8 33 9

Mediana 62 45! 90| 12 10 18 34

Baja 1°-2° afio Rango 264 194| 869 75 31| 838 244
n 21 32| 57| 20 15 54 M

Mediana 63 40| 172| 13 14 16 70

3°-4° afio Rango 334| 430| 974 2871 113 86 905

n 49 50| 65] 33 46 60 55

Tabla 5.7. Citocinas Plasmaticas. La tabla representa las medianas, rangos y nimero de determinaciones (n) en los nifios
controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por momentos de estudio. Los valores
representan pg/ml de cada citocina. Claves: IL, Interleucina; IFN-g, Interferén- gamma; TNF-a, factor de necrosis tumoral-
alpha; Basal, pre-TARGA; 1°-2° afio, momento temprano=1° y 2° afio de TARGA, 3°-4° afio, momento tardio=3° y 4° afio de
TARGA.
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cuerpos especificos empleados en nuestros ensayos de ELISA, estd descartada la neu-
tralizacion de las citocinas analizadas por receptores solubles circulantes bloqueantes.

1.- nin - i ferenci

A nivel plasmatico, las mayores concentraciones de citocinas se observan en la
IL-2 e IL-4 (por encima de 100 pg/ml), estando las restantes citocinas analizadas en
valores inferiores a 25 pg/ml en muchos sujetos normales. Un dato a resaltar son los
altos niveles de IL-4 circulantes en nifios normales (generalmente indetectables en
poblacion adulta) lo que pone en evidencia la intensa participacion de esta citocina en
la maduracién inmunoldgica de las respuestas Th2 (inmunidad Humoral). Por estas
razones, a nivel plasmatico es mas significativo y valorables, el exceso de una determi-

nada citocina que su defecto.

En la tabla y figura 5.7, se muestran los valores plasmaticos (medianas, rango y
nimero de estudios realizados) encontrados en la poblacién control de las citocinas de
tipo Thl (IL-2 y IFN~y), de tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) y las de indole proinflamatoria
(IL-6 y TNF-a). De ellos destaca que las medianas de la L-2 e IL-4 son superiores a
200 pg/ml mientras que las encontradas en IL-5 e IL-10 son inferiores a 25 pg/ml. De
acuerdo con estos datos, en nifios normales se observa un equilibrio cuantitativo en el
perfil Th1=Th2. Ademas, en ellos las proinflamatorias IL-6 y TNF-a muestran medianas

inferiores a las predominantes (IL2 e IL-4).

- Nifios i rel VIH. Suj i

En la tabla y figura 5.7, se muestran los valores plasmaticos (medianas, rangos
y nimero de estudios) observados en la cohorte de nifios VIH+ segun los diferentes
tipos de agrupamiento referidos, tanto en muestras obtenidas en el momento pre-
TARGA (basal) como las analizadas con posterioridad al comienzo del tratamiento
(momentos temprano y tardio, 1°-2° afio y 3°-4° afio respectivamente).

Los resultados muestran que, segln el agrupamiento de los pacientes por la
eficacia del TARGA en la supresion de las cargas virales, las medianas de la IL-2, el
IFN-y, la IL-5, la IL-10 y el TNF-a se encuentran en la normalidad o ligeramente por
debajo de estas, comparadas con las de los sujetos normales. Sin embargo, en condi-
ciones basales, la IL-4 plasmatica de los nifios VIH+ que responden con eficacia media
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al TARGA, esta significativamente aumentada, y se normaliza desde los momentos
iniciales del tratamiento con TARGA. Por otro lado, en todos los grupos VIH+, los ni-
veles de IL-6 circulantes son discretamente superiores a la normalidad desde el mo-

mento basal y no descienden a pesar del tratamiento.

IL-2 IFN-Y
ml
400 Eglim ________________________ 400 EW _________________________
1 g
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1 =@media
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00 F - - o e e Lo oo
0
control basal 1°.2° afo A ano control basal 1°.2° aflo 3°-4° aflo
| momento TARGA TARGA

Oakta
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mbaja

Figura 5.7. Concentraciones plasmiticas de citocinas. La figura representa las medianas de las citocinas cuantificadas
en el plasma en pg/ml, de los nifios controles y de 1a cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia terapéutica y por
momentos de estudio.
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5.7.-Induccion “in vitro” de la sintesis de citocinas

Los ensayos exploran la capacidad intrinseca de las células periféricas para pro-
ducir citocinas cuando son cultivadas en un ambiente alejado de sus condiciones in
vivo, “limpio” de factores inhibidores o activadores entre las que destacan la presencia
de virus completos y antigenos solubles circulantes, receptores solubles de mediado-
res, etc..

Dado que la cantidad de células sembradas es fija (un millén por ml), la propor-
cion de las células que responden es necesario considerarla al evaluar los resultados.
Por ejemplo, cultivos linfopénicos en linfocitos CD4+ deben tener menor capacidad
intrinseca para producir citocinas CD4 dependientes que los normociticos. Es mas, por
su pleiotropismo, la misma citocina cuantificada in vitro puede ser producida por dife-
rentes tipos de las células presentes en los cultivos. Tal es el caso, por ejemplo, del
IFN-y que es sintetizada tanto por linfocitos CD4, como por los CD8 y NK, por lo que
las deficiencias de una determinada poblacion celular pueden ser compensadas in vitro

por la actividad de las otras células sembradas.

Dado que en los cultivos no se bloquea el consumo de las citocinas que se ge-
neran en los sobrenadantes que se analizan, la citocina que se cuantifica es solo aque-
lla que “habiendo sido sintetizada no ha sido utilizada” ni bloqueada en el periodo de
tiempo transcurrido desde la estimulacion celular hasta el momento de retirada del
sobrenadante.

Cada estimulo, al incidir sobre tipos celulares diferentes y activar mecanismos
de secrecidn y/o consumo particulares, en nuestro caso PHA y PWM, pueden inducir
secreciones de citocinas con patrones diferentes. Por ejemplo el PWM activa de forma
“incompleta” (secrecion sin consumo de IL-2) tanto a los linfocitos T como a los B y
NK, mientras que la PHA es mas selectiva en la “activacion completa” (secrecion y con-
sumo de IL-2) de los linfocitos T y NK. Por ello, las deficiencias de secrecién de IL-2
son mas valorables en los cultivos con alta secrecion y bajo consumo (IL-2 en PWM) y
complementan la informacién de los cultivos estimulados con PHA.

Las citocinas de tipo Th2 (IL-4 e IL-5), a diferencia de las citocinas de tipo Thl
y Proinflamatorias, son escasamente inducibles in vitro con los dos estimulos policlo-
nales empleados, por lo que su deficiencia o hiperproduccién son mas dificilmente ob-

jetivables.
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ii‘:gf momento  estadistica Thi Th2 Proinflam.
IL-2 | IFNg | IL-4 | IL-5 |IL-10] IL-6 TNF-a
Mediana 2.328| 7.929 52 97| 351| 10.031 217|
Controles Rango 20.717] 44.531| 1.299| 854| 2.675| 47.164] 2.815
n 173 83| 122 69 151 70 171
Mediana 965] 16.644 1 49| 261| 12.206 259
basal Rango 12.456| 15.934] 351 684| 1.005| 25.176] 1.408
n 25 11 25 1 25 1 25
Mediana 805 14.577 35| 181 150] 10.104 327
Alta 1°-2° afio Rango 11.926] 21.024| 143| 350| 2.763| 78.000] 2.887
n 12 5 10 5 9 5 12
Mediana 1.519] 9477 40| 101| 1.266] 41.000| 2.693
3°4° aiio Rango 15.800| 26.160] 168| 100| 1.632| 78.000] 11.955
n 14 4 8 2 9 2 14
Mediana 658| 7.886 1 82| 256] 13.653 145
basal Rango 90.208| 24.747| 276{ 1.272] 1.535| 58.472| 2.125
n 31 12 31 12 30 12 30
Mediana 635{ 9.960 7 43| 298| 10.193 237
Media 1°-2° afio Rango 12.033] 31.278 89| 509| 1.264| 78.000} 11.999
n 20 11 17 10 19 8 21
Mediana 596| 12.738 86} 133] 925) 56.170 939
3°4° affo Rango 6.136] 46.998| 189] 471] 3.681| 49.612| 11.985
n 24 11 15 6 20 8 22
Mediana 811| 12.143 2| 139 181] 12.144 201
basal Rango 8.100| 46.373] 210] 409} 1.095] 38.375| 1.687
n 48 18 48 18 45 15 46
Mediana 433| 3.389 4 35 34| 4.536 19
Baja 1°-2° afio Rango 24.985| 24.604 97| 234| 794| 19.674| 3.710
n 18 9 18 9 17 9 18
Mediana 626| 11.681 13 32] 226| 30.997| 1.422
3°4° afio Rango 20.060] 49.972] 192| 153| 1.458| 73.142] 11.985
n 21 9 10 5 17 5 21

Tabla 5.8. Secrecion de citocinas inducidas in vitro por la PHA. La tabla representa las medianas, rangos
y nimero de determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia
terapéutica y por momentos de estudio. Los valores representan pg/ml de cada citocina. Claves: IL,
Interleucina; IFN-g, Interferon- gamma; TNF-a, factor de necrosis tumoral-alpha; Basal, pre-TARGA; 1°-2° afio,

momento temprano=1° y 2° afio de TARGA,; 3°-4° afio, momento tardio=3° y 4° ario de TARGA.

En las tablas 5.8 y 5.9, y en la columna izquierda de las figuras 5.8 y 5.9, se

muestran las medianas, rango y nimero de cultivos en los que se han cuantificado las
citocinas libres de tipo Thl (IL-2 e IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) y Proinflamatorias

(IL-6 y TNF-a). Las células de sangre periférica de estos sujetos (con el equilibrio ce-
lular adecuado) responden con altas producciones de IL-2 e IFN-y a los estimulos PHA
(2.328 y 7.929 pg/ml respectivamente) y PWM (2.910 y 6.875 pg/ml respectivamente)

y significativamente menores secreciones de IL-4 e IL-5 (respuestas similares para
ambas y ante los dos estimulos). La secrecion de TNF-a e IL-10 muestran valores in-

IH-
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termedios (entre 217 y 561 pg/ml respectivamente), y muy inferiores a los obtenidos
en IL-6 con los dos estimulos (medianas superiores a 10.000 pg/ml).

Estos valores muestran que las células circulantes de los controles, estimuladas
con PHA o PWM, producen mas citocinas de tipo Thl que de tipo Th2. Por ello consi-
deramos por tanto, que la respuesta fisioldgica normal a estos estimulos policlonales,
es de un predominio de tipo Thl sobre Th2. Este sera el modelo con el que se com-
parara la respuesta de los nifios VIH+ ante los mismos mitdgenos y las mismas condi-
ciones de cultivo, salvo el equilibrio o desequilibrio de las poblaciones sembradas en
los cultivos. La respuesta inducida de citocinas Proinflamatorias es facilmente objetiva-
ble en los cultivos estimulados con ambos mitdgenos, por los altos valores encontrados
de IL-6 y TNF-a, especialmente en las respuestas inducidas por PWM.

Eficacia . Th1 Th2 Proinflam.
TARGA momento estadistica IL-2 | IFN-g |IL4| L5 | 1L10| L6 TNF-a
Mediana 2.910] 6.875] 45| 29| 561} 19.462 212
Controles Rango 18.857] 14.678| 390| 682} 3.845| 38.626] 16.171
n 40 23| 18 15 43 16 41
Mediana 797] 5.836 1 50] 412] 30.141 655
basal Rango 4.400| 20.695| 27| 370| 1.559| 28.436] 1.428
n 14 9] 14 9 14 9 14
Mediana 10.687| 4.607| 15 327 384
Alta 1°-2° aflo Rango 16.903 0] 28 945 2.129
n 4 1 2 4 4
Mediana 10.989| 11.818| 22 788| 41.000] 1.270
3°-4° afio Rango 10.181| 22.308| 13 1.212] 78.000{ 11.458
n 9 4 3 9 2 9
Mediana 357| 5.233 1 66| 499| 40.000 323
basal Rango 5.117] 11.386] 72| 223| 3.778| 17.399 938
n 12 5| 12 5 10 5 12
Mediana 7.228| 7.045 1 54| 462 503
Media 1°-2°afio Rango 12.208| 6.627| 90f 82| 753 10.724
n 7 3 5 3 8 8
Mediana 6.635] 11.522| 72| 25| 404 31.910 660
3°4° afio Rango 14.034| 43.613| 145| 319] 1.139| 58.603| 11.876
n 14 7 5 3 16 5 12
Mediana 398} 4.020 1 45| 450| 28.490 543
basal Rango 2.858] 21.527| 190] 190| 2.811} 29.820| 1.640
n 16 6] 16 6 16 6 16
Mediana 1| 5.428 1 24 8 38
Baja 1°-2° afio Rango 391 0t 75 0 13 877
n 3 1 3 1 2 3
Mediana 6.772] 6.466 1 27| 153] 31.565 568
3°4° afio Rango 12.329] 25.827 0| 28| 809| 33.002| 2.524
n 12 6 1 2 13 2 12

Tabla 5.9. Secrecion de citocinas inducidas in vitro por la PWM. La tabla representa las medianas, rangos y
namero de determinaciones (n) en los nifios controles y en la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia
terapéutica y por momentos de estudio. Los valores representan pg/mt de cada citocina. Claves: IL, Interleucina;
{FN-g, Interferén- gamma; TNF-a, factor de necrosis tumoral-alpha; Basal, pre-TARGA; 1°-2° afio, momento
temprano=1° y 2° aflo de TARGA; 3°4° afio, momento tardio=3° y 4° afio de TARGA.
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1.2.-

La descripcion de los resultados obtenidos en los pacientes VIH+ y comparados
con los referidos en los sujetos normales, se hara en paralelo valorando las respuestas
a ambos mitogenos (PHA y PWM) de acuerdo al agrupamiento de los nifios por el gra-
do de eficacia en la supresion viral observada al TARGA.
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Figura 5.8. Induccién in vitro con PHA de la secrecién de citocinas. La figura representa las medianas de las citocinas
cuantificadas en el plasma en pg/ml, de los nifios controles y de la cohorte de nifios VIH+ agrupados por eficacia
terapéutica y por momentos de estudio.
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Las tablas y figuras 5.8 y 5.9, detallan los resultados obtenidos de las citocinas
analizadas. En condiciones basales (pre-TARGA) los pacientes VIH(+) muestran un
déficit significativo en la secrecién de IL-2 en los cultivos estimulados con PHA, y muy
significativo (p<0,001) en los estimulados con PWM, sin apreciarse diferencias entre
los tres grupos de eficacias al tratamiento. La inducciéon con PHA muestra que el TAR-
GA no consigue revertir, ni a corto ni largo plazo, el déficit de IL-2 observado. Sin em-
bargo la produccion de IL-2 inducida por el PWM muestra que tras el TARGA, indepen-
dientemente de la eficacia antiviral, el déficit se corrige totalmente, incluso hasta cifras
tres veces superiores a la mediana normal.

La secrecion de IFN-y, inducida por PHA y PWM en el momento basal, es similar
a la observada en los sujetos normales, o incluso ligeramente incrementada respecto a
ellos, y no se modifica con los TARGA ni en momentos tempranos ni tardios en ningu-

no de los grupos.

Las citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) se producen, en condiciones basales, en con-
centraciones bajas, similares a los normales y tampoco se modifican evolutivamente
por efecto de los tratamientos TARGA. La secrecion de IL-10 inducida por ambos mité-
genos es similar a la de los sujetos normales en los tres grupos de pacientes, tanto en
condiciones basales como durante el momento temprano del TARGA. Sin embargo, en
el momento tardio de éstos (3° y 4° afio de tratamiento) se observa, en los nifios con
respuestas de alta y media eficacia, una mayor capacidad de las células periféricas, en
los cultivos estimulados, para producir esta citocina (PHA>PWM).

Las citocinas Proinflamatorias (IL-6 y TNF-a), tanto en los momentos basales
como tras los momentos tempranos del tratamiento, no se observan deficitarias. Por el
contrario (sin diferencias significativas entre los grupos de nifios infectados), los culti-
vos estimulados con PWM (momento basal y tardio del TARGA) y los estimulados con
PHA (momento tardio del TARGA), muestran alta y significativa capacidad productora

de ambas moléculas proinflamatorias (p<0,001).

En resumen y de acuerdo con estos datos, en condiciones basales existe un
marcado déficit de citocina de tipo Thl (IL-2), que se corrige en los cultivos con PWM
con los tratamientos empleados ya desde las fases tempranas. No se detecta un exa-

cerbacién de las citocinas de tipo Th2 en ninglin momento explorado pero si que se
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detecta una sobreproduccién in vitro de citocinas proinflamatorias que no es eficaz-

mente controlada por los TARGA.
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Figura 5.9. Induccién in vitro con PWM de la secreci6n de citocinas. La figura representa las medianas de las
citocinas cuantificadas en el plasma en pg/ml, de los nifios controles y de la cohorte de nifios VIH+ agrupados por
eficacia terapéutica y por momentos de estudio.
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Discusion

En el trabajo realizado se muestra la recuperacion inmunoldgica que se ha po-
dido observa en los nifios VIH+, previamente tratados con antirretrovirales convencio-
nales en mono y biterapia, tras la administracion continuada durante cuatro afios con-
secutivos de nuevas combinaciones terapéuticas, mas complejas y potentes, denomi-
nados TARGA.

En este sentido los TARGA son mas complejos en su aplicacion y formulacion,
puesto que incluyen tres o mas farmacos que actlian sobre dianas virales diferentes (la
RTI y el IP) o que interaccionan sobre la misma diana con mecanismos moleculares
independientes (por ejemplo, sobre la retrotranscripcion los analogos de nucleésido,
los analogos de nucledtido y los no nucledsidos). De hecho, en adultos es frecuente la
administracién de hasta cinco o seis farmacos antivirales simultaneamente!®184185 Ep
la poblacion infantil, con retrasos legales y de formulaciones respecto a los pacientes
adultos, estas nuevas formulaciones han empezado recientemente a ser aplicadas por
lo que los estudios sobre su eficacia viroldgica e inmunoldgica son escasos ain no es-

tan claramente definidas*®.

Ademas, en adultos y mas recientemente en nifios, los TARGA han mostrado, a
corto plazo, que son mas potentes en la supresion de la replicacion viral, llegando en el
mejor de los casos, a descensos de viremia hasta niveles indetectables. Para conseguir
este objetivo es imprescindible que se cumplan al menos las siguientes premisas: bue-
na adherencia del paciente al tratamiento, presencia de virus sensibles, y ausencia de
mutaciones que le confieran resistencias. Es mas, en ciertos paciente, los TARGA tam-
bién han logrado mantener la supresion de la replicacion viral durante periodos mas
prolongados de tiempo, incluso de afios'®’831%, En adultos infectados que muestran
estas efectividades a los TARGA, la supresion viral conseguida ha detenido la progre-
sion de la enfermedad hacia la inmunodeficiencia global y el sida, incrementando la
calidad de vida de los pacientes y, una franca recuperacion de las células, precursoras
y efectoras, implicadas en las respuestas inmunoldgicas. En este sentido, los TARGA
han conseguido cronificar la infeccion y, la enfermedad por el VIH, se ha hecho com-
patible con la vida del paciente. Lo que los TARGA no han conseguido es la erradica-

190

cién total del VIH del organismo pues éste permanece latente™ o con baja capacidad

replicativa’®! en ciertos reservorios celulares'® y a la espera de que cambien las condi-
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ciones adversas que lo controlan (cambios mutacionales que les confieran resistencia
a los TARGA vy la defectos en la adherencia de los pacientes). De hecho, en pacientes
en los TARGA perdieron su efectividad terapéutica, se han observado rebrotes'** en la
replicacion viral, puntuales o prolongados'®, y la reaparicién del deterioro de la ho-
meostasis del sistema inmune que habian recuperado’®®.

El presente trabajo muestra que en 19 de los 34 nifios VIH+ tratados previa-
mente en mono o biterapia las cargas virales en el momento basal (afio previo al TAR-
GA) eran superiores a 10.000 copias/ml, y de ellos 6 pacientes con cargas>100.000
copias/ml. Sin embargo, en los otros 15 pacientes de la cohorte, estos regimenes tera-
péuticos previos consiguieron una supresion viral por debajo de 10.000 copias/ml, y en
cinco nifios con viremias indetectables. Esta respuesta individual tan diversas ha sido

199 v ha permitido

ampliamente documentada’®***’"**® tanto en adultos como en nifios
que muchos de los pacientes hallan podido alcanzar la era de los TARGA y beneficiarse
de los tratamientos con mayor agresividad antiviral. De hecho, en la cohorte de nifios
estudiada en este trabajo, también se observan diferentes grados de afectacidn inmu-
noldgica, pues el nimero de linfocitos CD4" estd conservado (C.I. #1) en 10 nifios,
medianamente afectado (C.I. #2) en 12 nifios y muy deteriorado (C.I. #3) en los res-
tantes 12 nifios.

Dada la alta eficacia virolégica e inmunoldgica demostrada en adultos?®**!

, a
los 34 nifios de la cohorte se les administrd tratamientos TARGA ininterrumpidamente
a lo largo de cuatro afios. Los nifios se agruparon como de alta, media o baja eficacia
terapéutica antiviral, por las cargas virales observadas en este periodo. El andlisis re-
trospectivo de los datos inmunoldgicos recogidos durante este periodo de tiempo
muestra la recuperacion de las células inmunoldgicas y sus funciones y su correlacion

con la intensidad y duracién de la supresion viral conseguida.

6.1.- Grupo de Alta Eficacia

En los nifios con alta eficacia del TARGA (supresion viral intensa e indetectable
desde el primer de TARGA y persistente durante los tres afios siguientes) se observa:
a) una franca y persistente recuperacion inmunoldgica,
b) que ésta es diferentel segin el componente celular que se analice, pero
que afecta tanto a los linfocitos CD4* como a los CD8" y sus funciones, y
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c) que se objetiva en dos momentos cinéticos diferentes.

El hallazgo inmunolégico, que precozmente manifiesta la intensa supresién vi-
ral, es el incremento significativo de la subpoblacion CD4*CD45RA (durante el primer
afno de tratamiento), llegando a normalizar sus valores a partir del segundo afio de
TARGA y mantener estos niveles durante el tiempo restante del estudio. La persisten-
cia de esta intensa y efectiva supresion viral permite que esta subpoblaciéon se man-
tenga en el rango fisioldgico durante todo el tiempo estudiado. Esta correlacién inversa
entre alta supresion viral e incremento de la subpoblacién CD4*CD45RA ha sido ante-

202,203,204.205 / an nifios?®®2%, Es maés, la linfopenia de las

riormente referida en adultos
células CD4*CD28*, que se evidencié desde el momento basal, revirtio hasta valores
normales secuencialmente y en paralelo al incremento de las células CD4* virgenes.
Dado que el marcador CD28 se expresa en casi el 90% de los linfocitos CD4"
(CD3*CD4*CD28* por triple marcaje), la alta proporcion de las células CD4*CD45RA
(CD3*CD4*CD45RA) aparecidas de novo en la circulacién sanguinea, sugiere que éstas
puedan expresar, simultaneamente, las cuatro moléculas y, por lo tanto, ser linfocitos
con el fenotipo CD3*CD4*CD28*CD45RA. La repoblacion de los linfocitos CD4* con
estas cuatro caracteristicas, muestra que la alta supresion viral conseguida en estos
nifios permite la recuperacion de la linfopenia CD3*CD4" con un gran potencial para
generar (son virgenes) nuevas respuestas inmunoldgicas especificas (son CD28%) y
responder ante nuevas agresiones antigénicas. La presencia o recuperacion de esta

subpoblacién linfocitaria con sus funciones biolégicas ha sido ya referida®®.

Dos mecanismos se han postulado para explicar el origen de esta importante e
imprescindible subpoblacién de linfocitos CD4*. Por un lado el incremento de la dife-
renciacion de precursores timicos y, por otro, el aumento de la movilizacién y/o redis-
tribucidn de linfocitos tisulares emergiendo a la circulacion periférica (mas de un 99%
de los linfocitos CD4 se localizan a nivel tisular). En este sentido, tanto en nifios como
en adultos, recientes estudios avalan la hipétesis que la repoblacion de los linfocitos
CD4*CD45RA es principalmente de origen timico®®%°,

Ademés, las células analizadas de los nifios VIH+ de este grupo de eficacia te-
rapéutica, muestran dos caracteristica que definen mejor a los linfocitos CD4* emer-
gentes a la sangre periférica. Por una lado, la ausencia de expresion de HLA-DR, signo

evidente de la inmadurez y/o inactividad celular en la que se encuentran. Y, por otro
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lado, que la mayoria de los linfocitos CD4" circulantes son CD38*. El fenotipo
CD38"HLA-DR" caracterizan a los linfocitos CD4* recientemente diferenciados de los

precursores timicos?'1212,

Los datos aportados en este trabajo, sobre la recuperacién de la linfopenia
CD4*CD45R0 observada en los momentos basales en estos nifios con alta supresién
viral, muestran dos aspectos a destacar. En primer lugar, que a lo largo de los cuatro
afnos de TARGA esta subpoblacion de CD4* madura incrementa su valor basal en un
50%, pero se mantiene significativamente por debajo (linfopenia CD4*C45R0: <270
cel/ul) de lo observado en los sujetos normales (387 cel/ul). En segundo lugar, que la
minima recuperacion de esta subpoblacion sea menor que la observada en la subpo-
blacion CD4*CD45RA soporta que la repoblacion de linfocitos CD4* periféricas se deba
mayoritariamente a un incremento de la diferenciacion de precursores timicos (células
CD4*CD45RA) que a una movilizacién de células maduras®**** de origen periférico
(CD4*CDA45R0).

La alta y prolongada supresion viral observada en estos pacientes VIH+ con
respuestas de alta eficacia al TARGA, repercute significativamente sobre la poblacién
de linfocitos CD8* pero no en su conjunto sino a nivel de sus subpoblaciones. De he-
cho, la linfocitosis CD8 global no disminuye significativamente a lo largo de los cuatro
afios de evolucién del TARGA. Sin embargo, los datos observados en esta cohorte de
nifios muestran que los linfocitos CD8* también se afectan pero solo a nivel de la reor-
denacién de las subpoblaciones que la componen. Asi, hay tres caracteristicas que se
detectan en el perfil evolutivo de subpoblaciones de linfocitos CD8*, que son clara-
mente diferentes de lo observado y descrito en las subpoblaciones de los linfocitos
CD4*:

a) con el TARGA disminuyen las linfocitosis basales de las subpoblaciones de
células efectoras con fenotipo CD8*CD45R0 (maduras), CD8"HLA-DR* (activadas) y
CD8*CD28" (citotdxicas), mientras que en la poblacién de linfocitos CD4" estas son
linfopénicas, y no se ven afectadas por los TARGA.

Sin embargo, las altas cifras basales de las subpoblaciones complementarias
(CD8*CD45RA, CD8*CD28*, CD8"HLA-DR’), se mantienen o incluso aumentan en la
evolucién TARGA, por lo que los valores de la poblacién de linfocitos CD8" no se modi-

fica en su conjunto.

98



Discusion

Este reequilibrado evolutivo de las CD8* (intentando revertir hacia la normali-
dad), es un rasgo que caracteriza la recuperacion inmunoldgica de los nifios VIH+ que
responden eficazmente al TARGA, pero que no se observa en las mismas subpoblacio-
nes identificadas en los linfocitos CD4*. De hecho, altos niveles de células CD8* con
fenotipo maduro, activado y/o citotéxico se ha asociado®*?!® con altas viremias y lin-
fopenia®!’ CD4. En este sentido, en situaciones de alta supresion de la replicacion viral,
disminuye la presion ejercida sobre el sistema inmunoldgico y conduce a descensos en
las subpoblaciones CD8* efectoras®!® circulantes, “aparentemente innecesarias”.

b) En segundo lugar, la supresion viral conseguida con los TARGA es directa-
mente proporcional al descenso de las linfocitosis de estas subpoblaciones e inversa-
mente proporcional al incremento de las subpoblaciones de los linfocitos CD4*, y

c) en tercer lugar, que los cambios cuantitativos mostrados en este estudio so-
bre el reequilibrado de las subpoblaciones de linfocitos CD8" son poco evidentes en los
momentos iniciales del TARGA, pero claramente objetivables en los momentos tardios,
uno o dos afios después de que las células CD4"* hayan recuperado sus valores nor-
males. En este sentido, y por la cinética de aparicion evolutiva, la recuperacion de las
células CD4* podria considerarse como signo precoz de eficacia y la de los linfocitos

CD8* como signo tardio de persistencia de la supresion viral.

Los estudios evolutivos realizados muestran que la alta supresion viral conse-
guida en los nifios que presentan alta eficacia al TARGA, permite una recuperacion
funcional de los linfocitos de sangre periféricos ya en momentos muy tempranos del
tratamiento (primero y segundo afio). Esta recuperacion funcional coincide en el tiem-
po con los incrementos significativos de los linfocitos CD4* con fenotipo de célula vir-
gen (CD4*CD45RA), CD4*CD28*, CD4*HLA-DR" y CD4*D38", sin que en esos momen-
tos se objetiven atin cambios en las subpoblaciones de los linfocitos CD8". Los intensos
déficits proliferativos, a todos los mitégenos, y los déficits de secrecién de IL'2, obser-
vados en las respuestas funcionales del momento basal, revierten totalmente a la nor-
malidad en los dos primeros afios de TARGA (eficacia inmunoldgica temprana), y se
mantienen en el periodo tardio del tratamiento, cuando los niveles de célula CD4* cir-
culantes ya estan recuperados y proximos a la normalidad. Aunque en este trabajo no
se han realizado estudios funcionales con linfocitos CD4* aislados de estos nifios, la
coincidencia cronoldgica en su aparicion y los datos observados en las otras dos
cohorte de nifios VIH analizados (ver mas adelante), sugieren que las actividades fun-
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219,220 1

cionales mas con los niveles de linfocitos CD4*

exploradas se correlacionan®
circulantes que con los de linfocitos CD8", los cuales se mantienen invariables a lo lar-
go de la evolucion del TARGA.

Es mas, los niveles normales de IFNy, si que estaban conservados en el mo-
mento basal (tanto a nivel plasmatico como en la secrecién inducida in vitro en las
células circulantes), cuando los nifios VIH+ muestran una linfopenia CD4 simultanea a
linfocitosis CD8. La alta repoblacion de células CD4* que se observa en los pacientes
con alta eficacia no repercute sobre ambos niveles de IFNy (plasmaticos ni inducidos
in vitro) puesto que éstos se mantienen normales e invariables durante los cuatro afos
de seguimiento. De hecho los linfocitos CD8*, incrementados en el momento basal y
mantenidos en altas tasas, son células hiperproductoras de esta citocina®? cuya con-
servacion funcional, es inmunoldgicamente deseable debido a que es un importante
mediador para el control viral??>. Por lo tanto, las dos citocinas mas representativas de
las respuesta Thi, la IL-2 y el IFN-y, de cuya actividad depende la eficacia de las res-
puestas inmunoldgicas antivirales, se ven conservadas (IFN-y) o precozmente recupe-
radas (IL-2) tras los TARGA?,

Por el contrario, el andlisis de las citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) pone
de manifiesto que los TARGA no incrementan ni modifican el nivel plasmatico ni la ca-
pacidad de las células periféricas para producirlas in vitro?®. De esta forma, el predo-
minio Th1 sobre Th2, el cual estaba en desequilibrio por déficit del primero, que no por
exceso del segundo, ha sido restaurado en los pacientes con alta supresion viral.

Por otro lado, los niveles de citocinas proinflamatorias (IL-6 y/o TNF-a) y la ca-
pacidad de las células circulantes para producirlas in vitro, se encuentran incrementa-
dos en los momentos basales de los pacientes con alta eficacia terapéutica (y en los
otros dos grupos de nifios VIH+) y se mantienen elevados a lo largo de la evolucion
del TARGAZ®, La persistencia de altos niveles de citocinas proinflamatorias en pacien-
tes altamente respondedores, podria ser un signo indicativo de que la hiperactivacion
crénica generada por el VIH adin no esta normalizada o de la discreta replicacion que
puede acontecer a nivel tisular y que no se traduce en aumentos de la viremia plas-

matica??’.

La capacidad de estas células recuperadas y reequilibradas observada en los
nifios tratados con TARGA para responder in vitro tanto a antigenos de memoria como
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a nuevos antigenos es un aspecto que no se ha contemplado en este trabajo. Lo que si
que se ha puesto en evidencia, es la alta repoblacidon de células cuyos mecanismos
intrinsecos para responder funcionalmente estan conservados??. Ello es, por si mismo,
un signo de alta eficacia inmunoldgica por el TARGA.

Resumiendo, la recuperacion funcional temprana y la repoblacion de células

CD4*, que preceden uno o dos afios a la reequilibrado subpoblacional de los linfocitos
CD8", puede ser un signo de la intensidad de la supresion viral conseguida y de la alta
calidad de los linfocitos emergente?®. Sin embargo, tras cuatro afios de TARGA los
pacientes muestran adn signos inmunologicos de que persiste la replicacion minima-
mente (indetectable a nivel plasmatico): la linfocitosis CD8 final, (aun con reequilibrio

parcial de las subpoblaciones) y los niveles elevados de citocinas proinflamatorias.

6.2.- Grupo de Baja Eficacia

En el lado opuesto del espectro de eficacia virolégica e inmunolégica de los
TARGA se encuentran los pacientes que no responden al tratamiento antiviral y man-

tienen altas viremias a lo largo de los cuatro afios de tratamiento TARGA continuado.

El estudio realizado muestra que en los 12 pacientes del grupo de baja eficacia,
el TARGA no sélo no ha logrado que disminuyan las cargas virales detectadas en el
momento basal (cuando estaban sometidos a mono y biterapia), sino que sus media-
nas llegan a aumentar hasta 0,7 logaritmos en los cuatro momentos de tratamiento
evolutivo contemplado. La ineficacia de los tratamientos TARGA en algunos pacientes
infectados por el VIH+ ha sido ampliamente documentada en adultos y en nifios, es-
pecialmente en los tratados previamente con diferentes combinaciones de antirretro-
virales en mono o biterapia. La aparicion de resistencia previas por multiples mutacio-
nes virales, que pueden ser acumulables y perdurables, parece ser la responsable de la
ineficacia de los nuevos regimenes TARGA. A pesar de la ineficacia en la contencién de
la replicacién viral, estos nifios muestran signos muy discretos de recuperacion inmu-
noldgica, los cuales sélo se objetivan a nivel de la poblacion de linfocitos CD4*. Como
se vera a continuacion, la linfocitosis CD8 no se modifica, ni se recuperan los defectos
funcionales de los linfocitos circulantes hallados in vitro, la respuestas proliferativas o

de secrecion de citocinas.
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El primer aspecto a destacar es que la recuperacion de los linfocitos CD4* peri-
féricos no se objetiva en los pacientes no respondedores al TARGA en el primer y se-
gundo afio de tratamiento aunque si es evidenciable en el tercer y cuarto afio de TAR-
GA (recuperacién inmunoldgica tardia). Pero esta recuperacion, ademas de tardia es
incompleta e insuficiente, pues en el Gltimo afio de seguimiento sélo se han podido
objetivar recuperaciones numéricas significativamente inferiores a las conseguidas por
el grupo de los respondedores y la normalidad. El andlisis de las subpoblaciones de
linfocitos CD4" recuperadas tras los TARGA, muestra que se incrementan significativa-
mente frente a la citopenia que mostraban en el momento basal, tanto las células vir-
genes (CD4*CD5RA) como las células CD4*CD28*, CD4*CD38" y CD4*HLA-DR’. Estas
subpoblaciones expandidas son de fenotipo similar a las células que se recuperaron en
los nifios que mostraron alta eficacia.

La discordancia en las respuestas viroldgicas (baja eficacia) e inmunoldgicas
(recuperacion cuantitativa tardia) ha sido observada también en adultos™®, sin que
exista una explicacion que la justifique. La existencia de esta recuperacién de linfocitos
CD4* descrita, aunque insuficiente y tardia, podria hablar en favor de prolongar los
TARGA en nifios VIH+, aunque muestren baja eficacia virologica al tratamiento. La
mejoria inmunoldgica observada podria ser un signo de eficacia viroldgica que no se
reflejase en un descenso de la carga viral, pues existen evidencias que han demostra-
do que, pacientes tratados con TARGA sin supresion de la viremia poseen, ademas de

mucha basura genética del VIH, virus mutantes que son poco citopaticos™'.

Las células CD8*, que como poblacion global no disminuye significativamente a
lo largo de los cuatro afios de tratamiento, muestra discretos signos de reequilibrado
parcial de las subpoblaciones, pero eso si, diferentes de los descritos en los nifios con
alta eficacia terapéutica. De hecho la linfocitosis de las subpoblaciones de linfocitos
CD8* efectores maduros (CD8"CD45R0), activados (CD8*HLA-DR*) y citotdxicas
(CD8*CD28"), no disminuye significativamente en los cuatro afios de tratamiento como
se objetiva en los nifios con alta eficacia TARGA. Y por el contrario, se incrementan
aunque s6lo en los momentos tardios del TARGA (3° y 4° afio de tratamiento) las sub-
poblaciones de linfocitos CD8" virgenes (CD8*CD45RA), no activadas (CD8*HLA-DR) y
CD8*CD28"*. Este reequilibrado subpoblacional, mantenimiento de la activacién y au-
mento de las células inmaduras, parece indicar que existe una compatibilidad entre

repoblacién a partir de precursores linfoides (virgenes) y una persistencia de la replica-
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cion viral que conduciria a un mantenimiento de las células CD8* efectoras antivirales
(activadas). Como se postulaba anteriormente para explicar el aumento de los linfoci-
tos CD4" en esta poblacidn de nifios con baja eficacia, quiza la presién farmacoldgica
sobre el virus puede conducir a la aparicion de cepas replicativas pero poco citopaticas.
Una vez mas, si esto fuera cierto, habria que considerar la eficacia de los TARGA tanto
por su capacidad para inhibir la replicacion viral (medida por las cargas virales circu-
lantes), como por su capacidad para suprimir o modificarla la patogenicidad de los vi-
rus replicantes (con otros ensayos que exploren los atributos fenotipicos virales).

Estos pacientes que presentan baja eficacia al TARGA, en los que se observa
esta discreta y tardia recuperacion y reequilibrio de las subpoblaciones celulares, las
deficiencias proliferativas y de secrecion de IL-2 inducida en los cultivos no se modifi-
can durante los dos primeros afios de tratamiento, pero se corrigen significativamente
en el momento tardio (en el 3° y 49 afio de TARGA, recuperacion funcional tardia). Los
defectos funcionales, que se aprecian ante las estimulaciones in vitro, podrian estar
relacionados con el grado de linfopenia CD4 severa (C.I. 3) en el periodo basal y tem-
prano de TARGA. Mientras que la recuperacion funcional parcial observada tardiamen-
te, podria estar relacionada con el incremento de los linfocitos CD4* (hasta linfopenia
moderada, C.I. 2) observado en el mismo periodo.

Como se objetiv también en los nifios que presentaron alta eficacia al TARGA,
la buena conservacion de los niveles de IFN-y plasmatico y de la capacidad de las cé-
lulas circulantes para producir esta citocina in vitro, estaria en consonancia con la per-
sistencia de una linfocitosis CD8 en todos los momentos del estudio. También, como se
pudo objetivar en los nifios con alta eficacia virolégica e inmunoldgica al TARGA, en los
momentos basales, los niveles de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) plasmaticas e indu-
cidas in vitro, se mostraron en la normalidad, y no se modificaron con los tratamientos
continuados de tipo TARGA. La implementacion de las respuestas Thl en los momen-
tos tardios (IL-2 e IFN-y dependientes) y la falta de modificacidn de las respuestas de
tipo Th2 es un signo cualitativo de la eficacia funcional inmunoldgica que también pue-
de ser evidenciable aunque la supresion viral no haya sido completa. Como se comento
anteriormente, en la recuperacion cuantitativa de las células linfoides periféricas, en los
ensayos funcionales también se pudo objetivar la discordancia entre efectividad virold-
gica y efectividad inmunoldgica funcional. Los nifios con baja eficacia virolégica al
TARGA, mostraron también niveles basales altos de citocinas proinflamatorias. Como
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se objetivd en los otros grupos de nifios infectados por el VIH estudiados, estos valores
elevados de IL-6 y TNF-o. no descendieron significativamente tras los TARGA.

6.3.- Grupo de Media Eficacia

El grupo de niflos VIH+ que muestra una eficacia media al TARGA se caracteri-
za por presentar, durante el primer y segundo afio de tratamiento, variaciones poco
significativos de sus cargas virales y por mostrar, a partir del tercer afio de tratamien-
to, descensos del orden de un logaritmo.

Estos nifios, que inician el TARGA con una situacién inmunoldgica intermedia a
los dos grupos anteriormente descritos, muestran una dicotomia en el perfil de recu-
peracion inmunolégica. Por un lado, el aumento de los linfocitos CD4* es superponible
al descrito en los nifios de alta eficacia, y claramente diferenciable de los de baja efica-
cia. Y por las variaciones evolutivas de los linfocitos CD8*, se asemejan mas a los nifios
que presentaron baja eficacia que a los de alta eficacia.

En los nifios con media eficacia, la recuperacion de las subpoblaciones de célu-
las CD4* es intensa y persistente y similar a la que se observé en los en los nifios con
alta eficacia al TARGA. Se incrementaron evolutivamente las subpoblaciones linfocita-
rias CD4"CD45RA, CD4*CD28*, CD4"HLA-DR’, sin que se produjeran modificaciones
relevantes de las subpoblaciones CD4*CD28°, CD4*HLA-DR" y CD4'CD45R0.

El reequilibrado de las subpoblaciones de los linfocitos CD8" en estos pacientes
con eficacia media al TARGA, tiene caracteristicas que les asemejan a los otros dos
grupos anteriores:

- por los intensos y precoces incrementos observados en las subpoblaciones de
linfocitos CD8" virgenes (CD8*CD45RA), CD8*CD28", y CD8"HLA-DR™ se asemejan a
los nifios que presentaron alta eficacia antiviral, y

- por la ausencia de descensos objetivables en la linfocitosis de la subpoblacio-
nes efectoras de células maduras (CD8*CD45R0), activadas (CD8 HLA-DR*), y citotdxi-

cas (CD8*CD28") evolucionan con un patrén similar a los nifios de baja eficacia.

Estos hallazgos sugieren que, aunque la disminucion de la carga viral no sea
absoluta, se puede alcanzar un nivel de inhibicidn de la expansin viral que permita
que se establezca un equilibrio a tres niveles, por un lado repoblar efectivamente las

subpoblaciones de linfocitos CD4*. Por otro lado que se mantengan las células CD8"
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efectoras antivirales, y por otro lado que se generen nuevos linfocitos CD8* a partir de
precursores. Como se ha podido demostrar, la cinética en la recuperacion de los linfo-
citos CD4" y en el reequilibrado de las subpoblaciones de linfocitos CD8* es posible
gracias a los TARGA, y puede ser cronoldgicamente dependiente de los cambios evolu-
tivos de la viremia.

En los pacientes que presentan eficacia media al TARGA, es igualmente objeti-
vable la correlacion entre la recuperacion del nimero de linfocitos CD4" circulantes y la
recuperacion de las respuestas proliferativas y de secrecion in vitro de IL-2. Es decir,
sus respuestas proliferativas y de secrecion de L-2, que eran deficientes en los mo-
mentos basales cuando presentaban linfopenia, revirtio a la normalidad cuando las
células CD4* circulantes mostraron valores en la normalidad.

La evolucion de las citocinas Th2, los niveles de IFN-y y citocinas proinflamato-
rias no se diferencia significativamente de los valores referidos anteriormente en los

otros dos grupos de respuesta terapéutica al TARGA.

En resumen, tras cuatro afios continuados de TARGA, los nifios infectados por
el VIH+ se benefician inmunol6gicamente de estos tratamientos. En ellos se puede
objetivar una recuperacién de los linfocitos CD4", un reequilibrio de los linfocitos CcD8*
circulantes y la normalizacién de las respuestas funcionales a estimulos policlonales. La
calidad de la supresién viral conseguida (intensidad y persistencia) es el factor limi-
tante mas importante que define la intensidad y la cronologia de los eventos inmuno-
l6gicos recuperados. El nivel de eficacia terapéutica observado (viroldgica e inmunold-
gica) en los pacientes tratados con TARGA, aunque insuficiente para erradicar definiti-
vamente el virus, suponen una buena contencién de la enfermedad a la espera de que

se generen nuevos disefios terapéuticos que lo consigan definitivamente
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1.- No se observan efectos adversos yatrogénicos en los nifios VIH+ deri-
vados de los TARGA, sobre pardmetros inmunoldgicos celulares o funcionales hallados
en la normalidad en el momento basal.

2.- Los efectos de los TARGA en la recuperacion de las células inmunoldgicas
son muy evidentes y superiores que las terapias convencionales.

3.- Los TARGA son eficaces en la reconstitucion inmunolégica de los nifios in-
fectados por el VIH.

4.- La eficacia en la recuperacion inmunoldgica es directamente proporcio-
nal a |a eficacia conseguida en la supresion viral cuanto mas intensa es la supresion
de la replicacion del VIH, mas evidente es la reconstitucion inmunoldgica.

5.- En nifios en TARGA con Alta supresion viral (<200 copas/ml, persistente
durante 4 afios) se objetiva una a/ta recuperacion inmunoldgica intensa y progre-

siva, pero incompleta:

- Se inicia, en el 1° afio, con una significativa repoblacién de linfocitos
CD4*CD45RA y CD4*CD28*, con valores indiferenciables de la normalidad a
partir del 2° afio y mantenidos durante los 4 afios del TARGA.

- Continda con recuperacion funcional temprana (<2%afios de TARGA) y
completa de deficiencias linfoproliferativas y de secrecion de IL-2 inducidas

por estimulos policlonales y que persisten en la normalidad.

- Sdlo se corrige tardiamente (>20 afio) la linfocitosis de CD3*CD8* con
disminucion significativa pero parcial, de las subpoblaciones circulantes de
células maduras (CD8"CD45R0, CD8*CD28) y/o activadas (CD8*HLA-DR* y
CD8*CD38%).
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- Se mantienen en la normalidad los valores de CD4*CD38* y CD4*CD28"
y de los linfocitos no primados, CD8*CD45RA.

- Se incrementa el predominio de citocinas Th1>Th2 (al aumentar la se-

crecion de IL-2).
- Pero no se recuperan las linfopenias de CD4*CD45R0 ni la de células
CD4*CD38;, ni los niveles incrementados de citocinas proinflamatorias (IL-

6>TNF-0).

6.- En nifios VIH+ que no responden al TARGA (Baja Eficacia anti-viral, me-
diana global RNA-VIH=55.850 copias/ml):

- no se observan signos precoces o tempranos de eficacia sobre el sis-

tema nmunoldgico.
- los efectos inmunoldgicos sélo son detectables muy tardiamente,
- responden con una reconstitucion inmunoldgica parcial, mostrando:
- incrementos significativos, respecto de sus valores basales pero
aun linfopénicos respecto a la normalidad, de linfocitos CD45RA

(CD4* y CD8*) y CD4*CD28"

- recuperacion funcional, parcial y tardia, de las respuestas de

linfoproliferacion y secrecion de IL-2 a estimulos policlonales.

- ineficacia inmunolégica: sobre /as alteraciones de los lin-
focitos CD8', ni disminuye su alto grado de maduracién
(CD8*CD45R0) ni de activacién (CD8*CD38*, CD8*DR*, CD8*CD28")
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7.- En los nifios VIH+ con supresion viral parcial (eficacia media) y me-
dianas plasmaticas de RNA-VIH>9.050 copias/ml durante los TARGA,

- se observa una reconstitucion inmunoldgica intermedia a la de los
otros grupos,

- repoblacion selectiva, parcial, temprana y mantenida, de linfocitos
CD4*CD45RA y CD4'CD28*,

- recuperacién funcional parcial de \as respuestas proliferativas y sintesis

de IL-2 a estimulos policlonales.

sin_efectos detectables sobre el grado de maduracion (CD45R0) y la inten-
sidad de la activacion (CD38* y DR*) de los efectores linfocitarios CD8*, cuyos

valores se mantienen persistentemente altos.

8.- La administracién prolongada de tratamientos TARGA en nifios con infeccion
crénica por VIH+, promueven una alta reconstitucién numérica y funcional de los linfo-
citos circulantes en pacientes con supresion viral durante 4 afios, que podria ser el
inicio de una potenciacién inmunoldgica de nuevos efectores especificos y finalmente,

la reconstitucion inmunoldgica completa.
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