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Resumen El curso de la infeccion por HIV se caracteriza principalmente por una deplecion grave de los lin-
focitos TCD4* y una activaciéon inmune marcada, hallazgos centrales que conducen a variaciones
numéricas y fenotipicas de las poblaciones linfocitarias TCD4+. El tratamiento antirretroviral (TARV) combinado
ha modificado sustancialmente el curso de la infeccién por HIV, y la correcta adherencia al mismo resulta en
una disminucion de la carga viral a niveles indetectables, y a un incremento significativo en la repoblacion de los
linfocitos T periféricos. En este trabajo se evalud en 28 nifios HIV (+) la relacién entre los cambios en los niveles
de las poblaciones linfocitarias y la adherencia al TARV, luego de 9 meses en promedio de iniciado el mismo. El
grupo de 18 nifios con buena adherencia, superior al 95%, presenté un aumento significativo en los porcentajes
de células naive CD4*CD45RA*CD62L* y un descenso en las células de memoria central CD4*CD45RA-CD62L*,
entre ambos momentos del seguimiento. Por el contrario, los 10 nifios con fallas en la adherencia no mostraron
diferencias significativas en los niveles de tales poblaciones. La buena adherencia al TARV produce el rapido y
significativo descenso de la replicacion viral lo cual se asocia a la progresiva reconstitucion cuantitativa y funcional
del sistema inmune.
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Abstract  Antiretroviral treatment adherence and its association with TCD4+ lymphocyte subsets in
children with HIV/Aids. Human immunodeficiency virus infection causes a severe depletion of TCD4*
lymphocytes and a sustained immune activation state, hallmarks findings that led to numerical and phenotypic changes
in the TCD4+ subsets. Highly active anti-retroviral therapy has substantially modified the course of HIV infection. Cor-
rect adherence to the treatment results in a decrease in viral load at undetectable levels and a significant increase in
the number of peripheral T cell lymphocytes. In the present study association between changes in T cell subsets and
treatment adherence was evaluated in 28 HIV (+) infected children, before and after 9 months on average, from start-
ing anti-retroviral therapy. The group of 18 patients with good adherence, above 95%, showed a significant increase
in CD4+*CD45RA*CD62L* naive cells percentual levels and a decrease in the CD4*CD45RA CD62L* central memory
subset, between the two points of the follow-up period. Conversely, 10 children with failure in the adherence did not
show significant differences in the percentual levels of both subsets. Improvement in the percentage of adherence
among paediatric population, optimizing antiretroviral treatment, allows a quick and significant reduction of viral replica-
tion. This feature is associated with the progressive reconstitution of the immune system.
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El curso de la infeccion por HIV se caracteriza principalmen-
te por una deplecién grave de los linfocitos TCD4* y una
activacion inmune marcada'*. Estos hallazgos centrales
conducen a variaciones numéricas y fenotipicas de las
poblaciones TCD4* naive y de memoria®8, TCD4* regula-
torias®", y linfocitos B'2, ademas de una disminucion en la
produccion timica'®. El conjunto de todas estas alteraciones
produce un complejo dafio funcional con compromiso
progresivo en la inmunocompetencia'*'€. El tratamiento
antirretroviral (TARV) combinado ha modificado sustancial-
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mente el curso de la infeccion por HIV, resultando en una
disminucion de la carga viral a niveles indetectables y a un
incremento significativo en la repoblacion de los linfocitos T
periféricos'”2°. En nifios, la reconstitucién inmune involucra
de modo especial a los linfocitos T naive, debido probable-
mente a una timopoyesis mas eficiente que en el adulto?'4.
Sin embargo, la correcta adherencia al tratamiento es un
prerrequisito indispensable para optimizar su eficacia y la
durabilidad de los beneficios clinicos®?.

Puesto que en trabajos previos hemos demostrado
variaciones cuantitativas de las poblaciones naive y de
memoria en nifios con HIV/sida con distinto grado de
inmunodepresion?2°, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la relacidon entre los cambios en los niveles de
dichas poblaciones y la adherencia al TARV.
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Materiales y métodos

Se estudiaron en modo prospectivo 28 nifios (16 varones,
12 mujeres), infectados con HIV adquirido por transmision
vertical, con edades comprendidas entre 4 meses y 15 afos.
Los mismos fueron incorporados al estudio en forma sucesiva
entre abril del 2008 y enero del 2012, luego de ser derivados
a la Division Inmunologia del Hospital General de Nifios Dr.
Pedro de Elizalde, con diagndstico confirmado de infeccion por
HIV. El mismo se realizé en nifos mayores de 18 meses por
métodos seroldgicos de ELISA y Western blot, mientras que
en los menores de 18 meses se establecié por la positividad
de dos pruebas virolégicas mediante la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Los nifios con confirma-
cion diagndstica fueron estadificados segun la clasificacion
pediatrica del Centro de Control de Enfermedades de EE.UU.
(CDC)®, iniciando el tratamiento antirretroviral combinado.
Las muestras controles (Co) fueron obtenidas de 15 nifios
sanos, con edades entre 9 meses y 12 afios, atendidos en el
consultorio de la Divisiéon Inmunologia del Hospital. EI consen-
timiento informado fue obtenido de los padres o responsables
de los nifios incluidos en el estudio, el cual fue aprobado por
el Comité de Etica en Investigacion de la Institucion.

Los niveles de LTCD4 y las poblaciones naive,
CD4+*CD45RA*CD62L*, y de memoria central CD4*CD45RA-
CD62L*, fueron evaluados mediante citometria de flujo (FAC-
Scalibur BD) y anticuerpos monoclonales especificos CD45 y
CD45RA conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
CD14 y CD62L con ficoeritrina (PE) y CD4 conjugado con la
proteina piridina clorofila (PerCP). Para el analisis de los datos
se utilizé el programa CellQuestPro, seleccionando la pobla-
cion de linfocitos de acuerdo al tamafno (FSC) y complejidad
(SSC). Los datos fueron presentados como el porcentaje de
linfocitos TCD4* que co-expresan o no, CD45RA y CD62L.
Las determinaciones fueron realizadas al inicio y luego de 9
meses, en promedio, del comienzo del TARV.

Se midieron los niveles de carga viral plasmatica (CV) me-
diante el método NASBA Real Time (Nuclisens Biomérieux), con
un umbral de deteccién de 50 copias de ARN por ml (log 1.70).

Los nifios fueron evaluados clinicamente en ambos momen-
tos del seguimiento, monitoreando ademas su adherencia al
TARV mediante encuestas y el recuento de la medicacion ad-
ministrada. Se siguieron los criterios provistos por World Health
Organization (WHO) como guia para estimar la adherencia al
TARV. Se consideré un cumplimiento adecuado cuando la
adherencia al mismo fue igual o superior al 95%3'-%2, Se utilizé
el test de Student para comparar los niveles de carga viral,
LTCD4+* y las poblaciones naive y memoria, antes y después
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del TARV. La diferencia de porcentajes establecio la signifi-
cacion (p < 0.05) entre parametros clinico-inmuno-virolégicos,
con el grado de adherencia al TARV.

Resultados

En el seguimiento de 28 nifios con HIV/sida durante un
periodo de 9 meses en promedio, se comprobo que 18
de ellos (64%), presentaron una adecuada adherencia
al TARV implementado, (grupo A), mientras que los 10
restantes, (36%), presentaron una adherencia inferior al
95% (grupo B).

Ambos grupos, pacientes adherentes (A) y no adheren-
tes (B), tuvieron una mediana de edad similar al ingreso,
observandose en el A un 67% de nifios con niveles de
inmunodepresion grave, correspondientes al estadio 3 de
la clasificacion pediatrica del CDC. Ademas, en este grupo
el 78% presentaba algun sintoma moderado o grave de los
incluidos en los estadios clinicos B y C de la clasificacion.
En cuanto al tratamiento ARV combinado, en el 93% del
total (16 grupo A, 10 grupo B), se asocid a los inhibidores
nucleosidicos de la transcriptasa reversa (INTR), un inhibidor
de proteasas (IP). En el 7% restante (2 pacientes del grupo
A, ninguno del B), se asocié al INTR un inhibidor no nu-
cledsido (INNTR), debido a la contraindicacion de los IP por
interacciones medicamentosas con la rifampicina (Tabla 1).

La expresion de CD45RA y CD62L sobre los LTCD4
fue cuantificada a fin de determinar los niveles de las
poblaciones naive y memoria central en nifios con HIV/
sida y en un grupo Co de nifios sanos. La adherencia al
TARYV se reflejé tanto en los cambios cuantitativos de los
LTCD4, como en su composicion cualitativa, en cada uno
de los grupos entre ambos momentos del seguimiento. El
grupo A, 18 nifios con buena adherencia, presenté entre
los momentos inicial (i) y final (f) del seguimiento un au-
mento significativo (p < 0.05) en los porcentajes de LTCD4
(M £ DE),i:12.1 &= 7.7,f:20.5 £ 8.3, y de las células
naive (N) CD4+*CD45RA*CD62L+, Ni: 33.8 = 19.1, Nf: 46.5
+ 16.0. Por el contrario, los porcentajes de células de

TABLA 1.— Caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de los pacientes al ingreso,
segun adherencia al TARV

Grupo Edad Estadio inmunolégico Estadio clinico TARV
(mediana-rango) (pacientes) (pacientes) INTR INTR
+ +
IP INNRT
A 7 anos E2: 6 (33%) A: 4 (22%) 16 2
n:18 (4m-15A) E3: 12 (67%) B: 10 (56%)
C: 4 (22%)
B 6.5 afos E2: 7 (70%) A: 5 (50%) 10 0
n:10 (1A-13A) E3: 3 (30%) B: 2 (20%)
C: 3 (30%)

TARV: Tratamiento antirretroviral, Grupo A: adherencia = 95%, Grupo B: adherencia < 95%, INTR: inhibidor nucledsido
de transcriptasa reversa, IP: inhibidor de proteasas, INNTR: inhibidor no nucledsido de transcriptasa reversa.



326

memoria central (MC) CD4*CD45RA-CD62L* presentaron
un descenso significativo entre ambos momentos, Mi: 57.5
+ 18.2, Mf: 44.6 = 12.5. Si bien las modificaciones en
los niveles porcentuales de las poblaciones estudiadas
obtuvieron significancia estadistica durante el seguimien-
to, los valores finales de las mismas no alcanzaron los
rangos obtenidos en el grupo Co de nifios sanos. El grupo
B, 10 pacientes con adherencia inferior al 95%, no registrd
diferencias significativas en los niveles de LTCD4, células
naive y de memoria central, entre ambos momentos del
seguimiento (Fig. 1 a,b,c,d).

Los niveles de CV, parametro basico para el monitoreo
de la adherenciay efectividad del TARV, fueron determina-
dos en forma sucesiva en la poblacién estudiada. Dichos
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niveles mostraron diferencias significativas (p < 0.05) en
los nifios del grupo A, entre los momentos inicial y final del
seguimiento, CVi: 4.2 = 1.29 log, CVf: 2.23 £ 0.60 log.
Contrariamente, no se observaron tales diferencias en los
nifios del grupo B, CVi: 4.56 = 0.89 log, CVf: 4.06 = 0.78
log. Sin embargo, y a pesar de la disminucion significativa
observada en el grupo con adherencia 6ptima, solo 9 de los
nifios, presentaron CV no detectables después del periodo
de seguimiento. Destacamos que 7 de estos pacientes
iniciaron el TARV con un nivel de inmunodepresion grave,
correspondiente al estadio inmunoldgico 3 de la clasifica-
cién pediatrica. Ninguno de los pacientes con fallas en la
adherencia al TARV presentd CV por debajo del limite de
deteccion en dicho periodo de tiempo (Fig. 2).
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Fig. 1.— La frecuencia de células TCD4+ y las poblaciones naive y de memoria central fueron determinadas en dos momentos
diferentes durante el seguimiento de 9 meses en promedio, de 28 nifios HIV (+) con distinto grado de adherencia al TARV.
Cambios en los niveles porcentuales (M + DE) de (a) LTCD4+, (b) células naive CD4*CD45RA+*CD62L*, (c) células de
memoria central CD4*CD45RA-CD62L* antes y después del TARV, en 18 nifios con buena adherencia (grupo A) y en 10
nifos con adherencia subdptima (grupo B). La linea llena y las punteadas representan el valor medio y el desvio estan-
dar, respectivamente, correspondiente al grupo control. (d) Dot plot representativo de modificaciones en los porcentajes
celulares en un paciente del grupo A antes y después de iniciado el TARV.
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Fig. 2.— Comportamiento de los valores de carga viral (log CV) entre los momentos inicial y final del seguimiento, en 18
nifos con buena adherencia al TARV (grupo A) y en 10 nifios con adherencia subdptima (grupo B). La linea de puntos
representa el limite de deteccion para la metodologia utilizada.

TABLA 2.— Hallazgos clinicos e intercurrencias infectoldgicas, en los momentos inicial (i) y final (f) del
seguimiento, en 28 nifios HIV (+) divididos segtn la adherencia al TARV

Grupo A

Clinica/intercurrencias (N° pacientes)

Grupo B

Clinica/intercurrencias (N° pacientes)

i f

i f

Neumopatias (4) S/l

PTA (1) PTA
Nutricional (S/1)

PTA (1) Resuelta. S/I
Herpes zoster (1) S/l
Hepatomegalia (3) S/l

Desnutricion (1) Recuperacion

Nutricional (S/I)

Nefropatia (1) S/l
TBC pulmonar (1) S/l
Criptosporidiosis (2) S/l
Infeccion cutanea (1) Becegeitis (SRI)
Corioretinitis CMV (1) S/l
Otitis recurrentes (1) S/l

Sifilis adquirida (1) (sny
Desnutricion (1) Recuperacion

Hepatoesplenomegalia (2) S/l
Criptosporidiosis (1) Resuelto. S/I
Neumopatia (1) S/l
Parotiditis-NIL (1) S/l
Baja talla - NIL (1) S/l
Asintomaticos (2) S/l

S/I: sin intercurrencias, PTA: purpura trombocitopénica autoinmune, SRI: sindrome de reconstitucion inmune, NIL: neumonia intersticial linfoide

En los pacientes del grupo A, con resultados opuestos
a los ninos del grupo B, se observaron aumentos signi-
ficativos en los niveles porcentuales de LTCD4 totales y
naive, como asimismo disminucion en los valores de la CV.
Estas caracteristicas nos llevaron a investigar la relacion
entre el tipo de adherencia al TARV, el comportamiento
inmuno-virolégico y la presencia de hallazgos clinicos e
intercurrencias infectoldgicas.

La hepatoesplenomegalia, la hepatomegalia aislada
y la desnutricion fueron las manifestaciones clinicas mas
frecuentes al momento del diagndstico. Las mismas evolu-
cionaron favorablemente, dentro del periodo de seguimiento,
luego de un tiempo variable de implementacién del TARV. En
cuanto a las intercurrencias infectolégicas, la neumopatia y
la criptosporidiosis fueron las mas frecuentes en la totalidad
de la poblacién estudiada. Tales cuadros, junto con otros con

menor incidencia y relacionados con un estado de inmunode-
presion grave, como infeccion por herpes zoster, tuberculosis
pulmonar y coriorretinitis por citomegalovirus, presentaron
mejoria después de iniciar y adherir correctamente al TARV.
De los dos casos de purpura trombocitopénica autoinmune,
uno normalizé el recuento plaquetario luego del tratamiento,
mientras que el otro paciente, no obstante la buena adhe-
rencia, continud con recuento de plaquetas disminuido. En
los pacientes con adherencia subdptima también se observo
una mejoria clinica y ausencia de intercurrencias infecciosas
durante el periodo estudiado (Tabla 2).

En la integracion de todos los datos clinico-inmuno-
virolégicos estudiados, y luego de un seguimiento
longitudinal de 9 meses en promedio de pacientes que
iniciaron el TARV, se encontraron comportamientos di-
ferentes segun la adherencia al mismo. La totalidad de



328

los nifios del grupo A aumenté el nivel de LTCD4, valor
que difirid en forma significativa (p < 0.05) con los del
grupo con fallas en la adherencia. Por el contrario, no
se observaron diferencias en el porcentaje de niflos que
incrementd las células TCD4 naivey el que disminuyo las
de memoria central, entre los dos grupos estudiados. En
modo similar al comportamiento estadistico significativo
en el incremento de los LTCD4, el porcentaje con CV no
detectables presenté diferencias significativas (p < 0.05)
entre los nifios del grupo Ay B. En cuanto a las manifes-
taciones clinicas o intercurrencias infecciosas, luego del
periodo de seguimiento, no se observaron diferencias
entre ambos grupos en el porcentaje de nifios que las
presentaron (Tabla 3).

Discusion

El creciente deterioro inmune asociado con la infeccion
por HIV es un proceso mas complejo que la simple re-
duccién en el nimero de las células TCD4*. Un estado
de continua activacion inmune, alteraciones cuali-cuanti-
tativas en las poblaciones de los TCD4*, una declinacion
en la funcién timica, entre otras anomalias, conduce a un
progresivo dafo funcional del sistema inmune®%. Estas
alteraciones pueden ser parcialmente corregidas des-
pués de la inhibicién de la replicacion del HIV por accién
del TARV. El curso de la infeccion por accién de dicha
terapia se ha modificado sustancialmente, teniendo como
premisa béasica la correcta adherencia al tratamiento. En
la poblacion estudiada y a pesar del control periédico de
los nifios y la concientizacion continua a los padres o tu-
tores de los mismos, solo en el 64% de los pacientes se
consiguié una 6ptima adherencia al TARV. A diferencia
de otras enfermedades cronicas, la rapida replicacion y
mutacion viral hace que se requieran grados muy eleva-
dos de adherencia (= 95%) para lograr una supresion
duradera de la carga viral. Paterson y col. encontraron
que la adherencia en grados menores al 95% predijo
independientemente la resistencia viral, los ingresos
hospitalarios y las infecciones oportunistas®.

Diversos estudios han comprobado que la recons-
titucion del pool de células TCD4* a través de una
timopoyesis efectiva estéd asociada al incremento de las
células con fenotipo naive®:28. Las células TCD4 naive se
identifican, entre otros marcadores, por la expresion dual
de CD45RA y de CD62L. Estos marcadores expresados
en forma constitutiva, son necesarios para su migracion
a las areas T de los érganos linfaticos secundarios. La
pérdida secuencial de los mismos define células de
memoria central (CD4*CD45RA CD62L*) y de memoria
efectora (CD4*CD45RACD62L"). Si bien el CD45RA se
re-expresa en células de memoria efectora terminal, las
mismas no re-expresan CD62L. En el grupo de nifios
con buena adherencia al TARV observamos una dife-
rencia significativa entre los niveles de células TCD4+,
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TABLA 3.— Comparacion entre porcentajes de pacientes

que modificaron los valores de LTCD4 (1), CD4 naive (N)

(1), CD4 memoria central (MC) (1), CV y la presencia de
manifestaciones clinicas o intercurrencias infecciosas, entre los
dos momentos del seguimiento, segun la adherencia al TARV

Grupo A Grupo B p
(n:18) (n:10)
LTCDA4 # 100% 60% *0.002
TCD4 N 72% 60% 0.819
TCD4 MC 70% 68% 0.746
CV < 1.70 log 50% 0% *0.022
Manifestaciones clinicas 1% 0% 0.815

Intercurrencias

* Diferencias significativas
# Se consideré aumento de LTCD4 al incremento superior o igual a
5 puntos en el porcentaje.

TCD4*naive CD45RA*CD62L* y TCD4* memoria central
CD45RA-CD62L*, entre ambos momentos del seguimien-
to. Si bien todos los nifios de este grupo aumentaron sus
células TCD4+, éstas no alcanzaron el nivel correspon-
diente al grupo de nifios sanos. Por otro lado, no todos los
pacientes aumentaron los niveles de las células naive ni
disminuyeron los de memoria central luego del periodo de
estudio, no habiendo a su vez diferencia con el porcentaje
de nifios que las aumentaron o disminuyeron respectiva-
mente, y que no presentaron una correcta adherencia al
TARV. Esto podria reflejar, por un lado, la tendencia a
una mas rapida normalizacion cuantitativa del pool total
de células TCD4+, que el logro de un equilibrio adecuado
en la dindmica entre las poblaciones naivey memoria. Asi
mismo, el tiempo de seguimiento podria ser relativamente
escaso para lograr, con la adecuada adherencia al TARV,
no solo niveles mas adecuados de linfocitos TCD4+, sino
la completa normalizacion cualitativa de dicha poblacion.

Diversos trabajos han demostrado que el recuento de
células TCD4* podria presentar una baja sensibilidad en
la deteccion de errores tempranos en el tratamiento, ya
que el descenso significativo de los mismos podria ob-
servarse varios meses después de la falla viroldgica. Mas
aun, hay situaciones de discordancia entre las respuestas
viroldgica e inmunoldgica, con recuentos de TCD4* per-
sistentemente bajos a pesar de la completa supresion de
la replicacion viral, o incrementos de los mismos frente
a viremias crecientes. Estos comportamientos confirman
que la determinacion de la CV es un complemento esen-
cial al recuento de los linfocitos TCD4+%. La adherencia al
TARYV se expres6 por un lado, en la marcada disminucion
en el valor medio de la CV y el porcentaje de nifios que
lograron niveles no detectables en el grupo con adheren-
cia correcta. Contrariamente, los niveles constantemente
elevados y la ausencia de nifios con CV no detectables se
observaron en el grupo con adherencia inferior al 95%. De
todos modos queda por evaluar el comportamiento virolo-
gico en los nifios del grupo con buena adherencia y que
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no negativizaron los niveles plasmaticos de la CV. Varios
de ellos comenzaron el TARV con valores francamente
aumentados y probablemente, a pesar de la adecuada
adherencia al mismo y la marcada disminucioén en el lo-
garitmo de la CV, el tiempo de seguimiento no haya sido
lo suficientemente prolongado como para llegar a niveles
indetectables. Por otro lado, en dos pacientes en que se
observé un descenso de la CV entre ambos momentos del
estudio, pero con niveles aun detectables, se comprobéd
que desarrollaron falla viroldgica, a tiempos variables,
luego de concluido el intervalo de seguimiento. La mejor
adherencia observada en nifios con inmunodepresién
grave y manifestaciones clinicas mas complejas, estaria
asociada al mayor compromiso en la administracién de la
medicacion por parte de padres o tutores, ante el riesgo
de complicaciones clinicas graves y/o muerte.

Trabajos relacionados con la reconstitucion del pool
total de células TCD4* después de una implementacion
correcta del TARV, sostienen que la misma tiene lugar
a través de una activa timopoyesis, mas operativa en
nifos, o por una expansion periférica del pool ya exis-
tente, mas probable en adultos. El incremento hacia
los intervalos de referencia para ninos sanos en el
porcentaje de células naive, el descenso concomitante
en el de memoria central, y la menor incidencia de in-
tercurrencias infecciosas, luego de un periodo variable
de implementacion correcta del TARV observado en
el grupo con buena adherencia, estaria asociado a la
supresion de la replicacion viral y al reestablecimiento
de una dindmica celular T normal. En los pacientes con
adherencia subdptima la estabilidad clinica observada,
sin aparicion de patologias intercurrentes durante el pe-
riodo estudiado, se relacionaria al mantenimiento de un
nivel y funcionalidad de LTCD4 suficientes para brindar
un nivel aceptable de inmunocompetencia.

La identificacion de marcadores adicionales para
monitorear la eficacia del tratamiento y la progresién de
la enfermedad es especialmente necesaria en la infec-
cion perinatal por HIV, en donde un sistema inmune en
desarrollo, en presencia de un patégeno persistente,
podria exhibir manifestaciones clinicas e inmunolégicas
diferentes a las observadas en adultos.

El andlisis de todos estos resultados confirma que la
correcta aplicacion del tratamiento reduce rapida y significa-
tivamente la replicacion viral, permitiendo de un modo pro-
gresivo la recuperacion cuantitativa y funcional del sistema
inmunoldgico. Sin embargo, lainmunodeficiencia resultante
de la infeccion por HIV requiere no solo la adecuada provi-
sion del tratamiento antirretroviral sino, ademas, esfuerzos
multidisciplinarios que, a través de programas de educacion
y toma de conciencia de padres o tutores, permitan mejorar
los niveles de adherencia entre la poblacion pediatrica.
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