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FunpamenTo: Estudiar el valor predictivo, individual y en conjunto, del porcentaje de linfocitos T
CD4+, CD8+ y la carga viral plasmatica (copias/ml), de progresion a sida en nifios infectados
verticalmente por el VIH-1.

PAciENTES Y METODO: El estudio incluye una cohorte de 115 nifios infectados por el VIH 1 mayo-
res de 12 meses de edad. La carga viral se cuantificé en el plasma por un método molecular
estandarizado. Las subpoblaciones linfocitarias se determinaron por citometria de flujo.
REsuLTADOS: Los nifies con una mediana de carga viral mayor de 4,5 log,, (p < 0,001) y porcen-
taje de CD8+ inferior a 25% (p = 0,05) durante el seguimiento tuvieron una media de tiempo
de progresion a sida mas baja. El riesgo relativo (RR) de progresion a sida fue mayor de 7 veces
en los nifios con una carga viral de mas de 4,5 log,, de la mediana. En el caso de la carga viral
como variable continua, encontramos que el riesgo de progresion a sida es superior a 3,5 por
cada aumento de log,, de carga viral. El porcentaje de CD8+ tuvo un RR de progresion a sida
de 0,95/% CD8+ a la entrada en el estudio y de 0,19/% CD8+ durante el seguimiento, indi-
cando proteccion frente a la progresion a sida.

ConcLusloNEs: Los valores individuales durante el seguimiento, pero no los basales, del porcen-
taje de linfocitos T CD8+ y carga viral ayudan a determinar el riesgo de progresion a sida en ni-
flos infectados por el VIH-1, y el uso de los dos marcadores juntos predice con mas precision el
prondstico de la enfermedad.
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Prognostic markers of progression to aids in infants vertically infected
by human immunodeficiency virus type-1

BAcKGROUND: To study the prognostic AIDS progression value of the percentage of CD4+, CD8+,
and plasma viral load (VL) (copies/ml) in HIV-1-vertically infected children.

PATIENTS AND METHOD: We study a cohort of 115 HIV-1 infected children older than 12 months of
age. The VL was quantified using standard molecular assay. CD4 and CD8 T lymphocytes were
determined by flow cytometry.

ResuLTs: The children with a median of VL > 4.5 logl0 (p < 0.001) and percentage of CD8+
< 25% (p = 0.05) during follow-up, progressed faster to AIDS than children with a median of
VL < 4.5 logl0 and CD8 > 25%. The relative risk (RR) of AIDS progression was 7-fold higher
in children with median VL above 4.5 log,,. When considering VL as a continuous variable, risk
of progression to AIDS is 3.5-fold higher for each increase of one log,, of VL. The percentage
of CD8+ T-cells had a RR of AIDS progression of 0.95/% CD8+ at entry to the study and of
0.19/% CD8+ during follow-up, indicating protection against progression to AIDS.

ConcLuslons: Our results indicate that each basal values at entry in the study and during the fo-
llow-up of the percentage of CD8+ and VL helps to determine the risk of AIDS progression in
HIV-1-infected children. More interestingly, the use of the two predictive markers together had
higher predictive value.
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Desde los primeros casos de infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana tipo 1 (VIH-1) en nifios, fue eviden-
te que la historia natural era diferente a la
de adultos'®. La infeccién por VIH-1 en
nifios presenta una distribucion bimodal
para los sintomas clinicos: a) un curso
rapidamente progresivo de la infeccion
con un corto periodo de incubacion vy
una rapida y grave inmunodeficiencia
con sintomas clinicos del sindrome de in-
munodeficiencia humana (sida) desarro-
[lados antes de los 18 meses de vida, y
b) un desarrollo lento y crénico de la en-
fermedad similar al patron descrito en
adultos positivos para el VIH-173. Las
nuevas pautas de tratamiento utilizadas
durante los Ultimos 2-3 afios han modifi-
cado la forma de presentacién clinica de
la infeccion por VIH-1 en los nifios.

La disminucién de linfocitos T CD4+ en
nifios infectados por el VIH-1 solamente
es similar a la de individuos adultos con
el VIH-1 asintomaticos a partir de los
6 afnos de edad*, de manera que este
marcador inmunologico tiene menor valor
predictivo de progresion de la enferme-
dad en nifios infectados por el VIH-1 que
en los adultos, ya que la disminucién del
numero de linfocitos T CD4+ se debe a
un efecto combinado entre el descenso
natural de los linfocitos T CD4+ por la
edad y la progresion de la infecciéon por
el VIH-1. Sin embargo, en nifios, el por-
centaje de linfocitos T CD8+ aumenta
con la edad, aungque no en el mismo gra-
do que el descenso del porcentaje de lin-
focitos T CD4+°. Aungue se ha reconoci-
do la importancia de los linfocitos T
CD8+ en el control de la infeccion por el
VIH-157, pocos estudios han examinado
el valor pronéstico del nimero de linfoci-
tos T CD8+ en sangre periférica en indivi-
duos adultos®'°y en nifios VIH-11112,

Otra diferencia importante entre nifios e
individuos adultos infectados por el VIH-
1+ son los valores de carga viral plasma-
tica, que son mucho més elevados en los
nifos’* . Aunque los datos son mas es-
casos que en los adultos, la carga viral en
los nifios es, probablemente, uno de los
marcadores que mejor predice el curso
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de la infeccion'1%19. Varios estudios lle-
vados a cabo en adultos han indicado
gue una carga viral baja en el momento
de la estabilizacion se asocia con una
progresion mas lenta y una mejor super-
vivencia, en comparacion con aquellos
individuos con cargas virales elevadas's.
Sobre la base de estos datos se han esta-
blecido recomendaciones para el uso de
la carga viral en la toma de decisiones
para el comienzo o cambio de la terapia
antirretroviral en adultos infectados'?,
que también son aplicables a nifios con
el VIH-1. Los datos de los nifios con mas
de 30 meses de edad son similares a los
de estudios realizados entre adultos in-
fectados, en los que el riesgo de progre-
sion de la enfermedad aumenta sustan-

cialmente cuando la carga viral es mayor
de 10.000-20.000 copias/ml*>'3. La carga
viral es dificil de interpretar durante el
primer afo de vida, ya que los valores
son altos y hay un marcado solapamiento
en los valores de la carga viral de nifios
que van a progresar y aquellos que no
van a progresar rapidamente a sida'®18%0.
Los datos indican que los valores basales
del porcentaje de linfocitos T CD4+ y car-
ga viral y los cambios en estos parame-
tros ayudan a determinar el riesgo de
mortalidad en nifios infectados, y el uso
conjunto de los dos marcadores puede
ayudar a definir con més precision el pro-
nostico de la enfermedad?®®?!.

El objetivo de este trabajo ha sido estu-
diar el valor predictivo del porcentaje de
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linfocitos T CD4+, CD8+ y carga viral en
la progresion a sida en la era del trata-
miento antirretroviral, en un estudio re-
trospectivo de seguimiento, en nifios ma-
yores de 12 meses de edad que a la
entrada en el estudio no presentaban sin-
tomatologia clinica grave.

Pacientes y método
Sujetos

Hemos realizado un estudio retrospectivo en el que
se incluyeron 115 nifios infectados por VIH-1. El es-
tudio fue realizado entre febrero de 1990 y octubre
de 1998 en la Seccion de Inmunopediatria del Hospi-
tal General Universitario Gregorio Marafion de Madrid
y en el Servicio de Pediatria del Hospital Universitario
12 de Octubre de Madrid, siendo el tiempo de segui-
miento méximo de 30 meses. Se seleccionaron 115
de 187 nifios que acudieron a dichas secciones por
tener més de un afio de edad y no tener sida (tabla
1). El factor de riesgo de transmision fue la via verti-
cal en los 115 nifios, que hemos diagnosticado como
infectados utilizando métodos de deteccion directa
del VIH-1 previamente descritos (ADN-PCR y cultivo
viral)?!??, En todos los casos se obtuvo consentimien-
to de los padres o representantes legales para la rea-
lizacién del estudio.

Cuantificacion de subpoblaciones de células T

Las subpoblaciones de linfocitos T en sangre periféri-
ca fueron cuantificadas por inmunofluorescencia di-
recta, usando anticuerpos monoclonales de la serie
T. La adquisicién se llevé a cabo en un citémetro
FACScan (Becton-Dickinson, San José CA, EE.UU.)**
usando el programa de adquisicion Lysis Il (Becton-
Dickinson, San José CA, EE.UU.) dentro de las 2 h
siguientes a la tincién de las células.

Cuantificacion de ARN viral en plasma por RT-PCR

Los valores de ARN viral en el plasma de los pacien-
tes pediatricos se cuantificaron usando un ensayo
comercial (Amplicor-HIV Monitor TM Test, Roche
Diagnostic System), aprobado por la Federal Drug
Administration (FDA) para monitorizacion de la carga
viral en mayo de 1996

Andlisis estadistico

En todo el andlisis estadistico, los valores de carga
viral (ARN del VIH-1) fueron transformados en loga-
ritmo (base 10) para normalizar su distribucion. Los
linfocitos T CD4+ y CD8+ se expresaron como por-
centaje. Calculamos la mediana de los valores de lin-
focitos T CD4+, CD8+ y CV antes de llegar a sida de
todos los datos de cada nifio durante el seguimiento

TABLA'1

Resumen de las caracteristicas
inmunolégicas y virolégicas de los
115 nifos VIH-1 incluidos en el estudio

Valores

115
5,79 (3,49) 1,0-15,1
16,4 (9,7) 0,1-30

Caracteristica

Numero de nifios VIH-1
Edad (afios)*
Tiempo de seguimiento
Poblaciones linfocitarias
TCD4+* (%)
TCD8+* (%)
Marcadores virolégicos
Log,, CV (copias/ml)*
Categoria clinica
A 82 (71,3%)
B 33(28,7%)
Tratamiento
No tratados
Tratados

25,4 (14,74) 1-62
39,7 (15,42) 7-82

4,20 (0,99) 2,3-6,37

35 (30,4%)

80 (69,6 %)

*Valores expresados como media (DE) y rango.

CV: carga viral; A: sintomas leves; B: sintomas moderados;
VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1.
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como el valor mas representativo de estos marcado-
res de progresion. Ademas, clasificamos a los nifios
segun estos valores, transformando estas variables
continuas en dicotdmicas. Los puntos de corte usa-
dos fueron el 25% de linfocitos T CD4+ y CD8+ y 4,5
log,, copias/ml de carga viral.

Realizamos el analisis de supervivencia por el méto-
do de Kaplan-Meier, analizando las diferencias esta-
disticamente significativas (p < 0,05) por el test de
rangos logaritmicos (Mantel-Haenzel). Este anélisis
se realiz6 en todos los nifios, tanto para los valores a
la entrada o basales como para la mediana de los va-
lores durante el seguimiento. También estimamos la
asociacion de estos marcadores, a la entrada y du-
rante el seguimiento, con la progresion a sida segin
el modelo de riesgos proporcionales de Cox ajustado
por el tratamiento antirretroviral®®.

Resultados

Las caracteristicas clinicas, inmunologi-
cas y virolégicas de la poblaciéon de nifios
estudiados se describen en la tabla 1.
Hemos realizado un analisis de Kaplan-
Meier y de regresion de Cox para valorar
la progresion a sida segun los valores ba-
sales y a lo largo del seguimiento del por-
centaje de linfocitos T CD4+, CD8+ vy
log,, de la carga viral (copias/ml).

Para el anélisis de Kaplan-Meier segln
los marcadores basales, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas
en los puntos de corte descritos con ante-
rioridad (véase el apartado Pacientes y
método) en la progresion a sida. Sin em-
bargo, si que encontramos diferencias
significativas para los puntos de corte 4,5
log,, de carga viral (p < 0,001) y el 25%
de células T CD8+ (p = 0,05) de los valo-
res de las medianas calculados durante el
seguimiento (fig. 1). Los nifios infectados
por el VIH-1, con una mediana, durante
el seguimiento, superior a 4,5 log,, (co-
pias/ml) de carga viral e inferior al 25%
de linfocitos T CD8+, desarrollaron sida
mas rapidamente durante el seguimiento.
En el anélisis de regresion de Cox, ajusta-
do por el tratamiento antirretroviral, eva-
luamos el valor predictivo de progresion a
sida segun los valores basales y el valor
de la mediana a lo largo del seguimiento
del porcentaje de linfocitos T CD4+,
CD8+ y log,, (copias/ml) de la carga viral,
asi como para los puntos de corte descri-
tos con anterioridad. Para los valores ba-
sales de estos marcadores, tanto el anali-
sis de regresion de Cox univariante como
el multivariante no pusieron de manifies-
to valores de riesgo relativo (RR) signifi-
cativos (tabla 2), a excepcion del porcen-
taje de linfocitos T CD8+, que tuvo un RR
< 1. Esto indica una funcién protectora
de progresion a sida de las células T
CD8+; los nifios con més del 25% de lin-
focitos T CD8+ a la entrada en el estudio
progresaron mas lentamente a sida.

En el estudio de seguimiento, el andlisis
de regresion de Cox univariante demostro
significacion estadistica para el porcenta-
je de linfocitos T CD8+ y el log,, de la
carga viral, pero no para el porcentaje de
linfocitos T CD4+; sin embargo, cuando
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TABLA 2

Resultados de la regresion de Cox univariante y multivariante analizando el valor
de varios marcadores inmunolégicos y virolégicos en los 115 nifios estudiados

para predecir la progresion a sida

Dicotémica Continua
Ic Punto IC
RR del 95% P decote | R del 95% P
Univariante
Basal
% T CD4+ 0,54 0,14; 2,01 0,360 25 0,97 0,93; 1,02 0,279
% T CD8+ 0,44 0,12; 1,59 0,212 25 0,96 0,92; 1,01 0,127
Log,, CV 1,37 0,30; 6,17 0,674 45 1,24 0,57; 2,67 0,570
Seguimiento
% T CD4+ 0,83 0,24; 2,81 0,765 25 0,96 0,91; 1,01 0,139
% T CD8+ 0,19 0,04; 0,94 0,042 25 0,96 0,91; 1,01 0,084
Log,, CV 7,09 1,47; 34,03 0,014 45 3,77 1,51;9,36 0,004
Multivariante
Basal
% T CD4+ 0,98 0,19; 4,93 0,981 25 0,98 0,93; 1,03 0,465
% T CD8+ 0,31 0,06; 1,39 0,128 25 0,95 0,90; 0,99 0,044
Log,, CV 1,31 0,26; 6,63 0,738 45 1,01 0,46; 2,19 0,977
Seguimiento
% T CD4+ 2,03 0,51; 8,03 0,309 25 1,01 0,95; 1,07 0,721
% T CD8+ 0,31 0,05; 1,71 0,183 25 0,96 0,91; 1,00 0,114
Log,, CV 7,01 1,37; 35,78 0,02 45 4,14 1,26; 13,60 | 0,019

RR: riesgo relativo; IC del 95%: intervalo de confianza del 95%;

realizamos el analisis multivariante, en-
contramos significacién estadistica sélo
para el log,, de la carga viral y no para el
porcentaje de linfocitos T CD8+ (tabla 2).
El log,, de la carga viral estuvo fuerte-
mente relacionada con progresion clinica
asida (RR>1).

Discusion

Las manifestaciones clinicas del nifio in-
fectado por el VIH-1 se producen como
consecuencia de la inmunodepresion
progresiva que origina el virus. La dismi-
nucion de linfocitos T CD4+ en nifios
VIH-1 es méas acusada que en adultos
porque hay un efecto combinado entre el
descenso natural de los linfocitos T CD4+
por la edad y la progresion de la infec-
ciéon por VIH-141116 Es posible que esta
disminucion combinada de linfocitos T
CD4+ sea la causa de que no encontre-
mos valores de RR < 1 y estadisticamen-
te significativos en el analisis de regresion
de Cox univariante a la entrada en el es-
tudio, y durante el seguimiento, igual que
por el método de Kaplan-Meier.

En los ultimos afios, el papel de los linfo-
citos T CD8+ en el control de la infeccién
por el VIH-1 se ha visto incrementado®’.
El valor predictivo de los linfocitos T
CD8+ ha sido considerado de manera
muy modesta, quizas debido a los resul-
tados contradictorios encontrados en la
bibliografia®!®. Muchos de los estudios
realizados han sido cortes transversa-
les®!9y, aunque el valor de los linfocitos
T CD8+ se usa de forma habitual en la
practica clinica, normalmente se realizan
con el fin de calcular el cociente
CD4/CD8. Cuando se analizé la evolucién
a sida por el método de Kaplan-Meier se-
gun el porcentaje de linfocitos T CD8+

p: nivel de significacién; CV: carga viral.

(fig. 1), se observo que los nifios con me-
nos del 25% de linfocitos T CD8+ progre-
saron mas rapidamente a sida (fig. 1).
Estos datos concuerdan con otros publi-
cados por nuestro grupo de trabajo, en
los que nifios con VIH-1 con menos de
12 meses de edad que tuvieron menos
del 25% de linfocitos T CD8+ durante el
seguimiento desarrollaron sintomas neu-
rolégicos'? y sida mas rapidamente!!. Es
importante destacar que el efecto del
descenso del porcentaje de células T
CD8+ es también importante en este es-
tudio, en niflos mayores de 12 meses de
edad. En el andlisis univariante encontra-
mos que las células T CD8+ tienen una
funcién protectora de progresion a sida
(RR < 1) durante el seguimiento (tabla
2); a pesar de esto, el poder predictivo de
progresion a sida del porcentaje de célu-
las T CD8+ fue menor que el de la carga
viral plasmatica, aunque mayor que para
el porcentaje de células T CD4+. En tra-
bajos publicados por nuestro grupo, en
nifios menores de 12 meses de edad a la
entrada en el estudio encontramos un va-
lor predictivo de progresion a sida similar
para la carga viral y el porcentaje de cé-
lulas T CD8+ y muy bajo para el porcen-
taje de linfocitos T CD4+!12, En el traba-
jo que presentamos aqui, los nifios
fueron mayores de 12 meses de edad a
la entrada en el estudio, evitando la posi-
ble confusién causada por el descenso
natural de linfocitos T CD4+ y aumento
de linfocitos T CD8+°, que es méas acusa-
da durante el primer afio de vida.

La carga viral en los nifios infectados pe-
rinatalmente difiere con respecto a los
adultos infectados, persistiendo elevada
durante un periodo prolongado'®®®. La
carga viral suele ser generalmente baja
al nacimiento (< 10.000 copias/ml),
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aumentando a los 2 meses de edad
(> 100.000 copias/ml, con un rango que
va desde indetectable a casi 10 millones
de copias/ml), disminuyendo lentamente
en ausencia de tratamiento®" y estabili-
zandose hasta que comienza a desarro-
llarse el sida. Se ha demostrado que una
carga viral baja después de la primoin-
feccion se correlaciona con una progre-
sién mas lenta a sida'®?’. A pesar de la
irrupcion de los tratamientos antirretrovi-
rales, hemos demostrado como la carga
viral sigue manteniendo un valor pronds-
tico elevado, superior al porcentaje de
linfocitos T CD4+ y CD8+. El riesgo de
progresion a sida es superior a 7 veces
en los nifios con una carga viral superior
a 4,5 log,, de la mediana, tanto en el
analisis de regresion de Cox univariante
como multivariante. En el caso de la car-
ga viral como variable continua, encon-
tramos que el riesgo de progresion a sida
es superior a 3,5 por cada aumento de
carga viral de log,,. Los datos hallados en
este trabajo son equivalentes a los en-
contrados en adultos infectados por el
VIH-1, en los que el riesgo de progresion
de la enfermedad aumenta de manera
sustancial cuando la carga viral es mayor
de 10.000-30.000 copias/ml'3182¢ Datos
recientes indican que, en nifios menores
de un afio de edad, el punto de corte
mas sensible de progresiéon a sida y su-
pervivencia es > 5 log,, copias/m|'!02%,
Esto puede ser debido a que, durante el
primer afio de vida, los valores de carga
viral son altos y hay un marcado solapa-
miento entre los valores de carga viral de
los nifios que van a progresar y aquellos
gue no van a progresar rapidamente a
sida'®'®. Hemos encontrado diferencias
significativas para 4,5 log,, copias/ml
porque, en esta cohorte de nifios, todos
tenfan mas de un afio de edad y habian
pasado la etapa de primoinfeccion y el
pico inicial de viremia.

Son muy pocos los estudios sobre marca-
dores de progresion de la infeccion por
VIH-1 realizados en cohortes con un am-
plio numero de nifios. Nuestros datos in-
dican que los valores, durante el segui-
miento, del porcentaje de linfocitos CD8+
y carga viral ayudan individualmente a
determinar el riesgo de progresion a sida
en nifos infectados por el VIH-1, y el uso
conjunto de los dos marcadores aporta
mas precision al prondstico de la enfer-
medad'®°!,
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