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Immunological characteristic
of HIV infected children by vertical way:
cases and controls study

ABSTRACT

HIV infection in children conditions a serious immunodefi-
ciency with special characteristic that distinguish it from
the adult, causing a global immune deficit. This constitutes
a cases and controls study between Cuban paediatric pa-
tients infected with HIV by vertical transmission and a con-
trol group of supposedly healthy children. The both groups
were characterized from the clinical point of view and mark-
ers were used for evaluated the immunologic and virologycal
state. Clinically 75% of patients present a pattern of preco-
cious progression, from total only two stay asymptomatic.
All HIV infected children receive antirretroviral treatment
and three of them present values of viral load bigger than
100,000 cp/mL. The immune alterations found in the HIV
infected children compared with healthy children were: a
cellular immune depletion with diminish counts of lympho-
cytes subsets of T CD4+, CD16+/CD56+ and CD19+, an
increase in subsets of CD3+, CD8+, CD8+/CD38+, CD3+/
CD95+ and a hipergammaglobulinemia to prevalence of im-
munoglobulin gamma 1gG (p < 0.05). On the other hand,
they were not significantly differences in the serum levels of
both C3 and C4, as well as in the haemolytic activity of the
roads classic and it alternates of the complement system.
This finding allowed us to a better attention and treatment
of paediatric HIV patients.
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INTRODUCCION

La infeccion por el virus de inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) en nifios y adultos se caracteriza por una

RESUMEN

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) en nifios condiciona una grave inmunodeficiencia con
caracteristicas especiales que la distinguen del adulto, ocasio-
nando un déficit inmune global. Se realiz6 un estudio de ca-
sos y controles de los pacientes pediatricos cubanos infecta-
dos por transmisidén vertical con el VIH comparado con nifios
supuestamente sanos. Ambos grupos se caracterizaron desde
el punto de vista clinico y se emplearon marcadores que eva-
luaron el estado inmunolégico y virolégico. Clinicamente
75% de los pacientes infectados por VIH presentan un patrén
de progresion precoz, y dos se mantienen asintomaticos. A
todos los nifios infectados se les suministré tratamiento anti-
rretroviral y tres presentan valores de carga viral mayores
de 100,000 cp/mL. Las alteraciones inmunes encontradas en
los pacientes VIH+ fueron: una inmunodepresion celular con
conteos de subpoblaciones linfoides T CD4+, CD16+/CD56+ y
CD19+ disminuidas significativamente con respecto al grupo
control (p < 0.05). Ademas, se encontr6 un aumento de linfo-
citos CD3+, CD8+, CD8+/CD38+, CD3+/CD95+ y una hiper-
gammaglobulinemia a predominio de inmunoglobulina gam-
ma IgG en la comparacién estadistica (p < 0.05). Por otra
parte, no se encontraron diferencias significativas en los ni-
veles séricos de C3 y C4, asi como en la actividad hemolitica
de las vias clasica y alterna del sistema del complemento.
Este conocimiento nos permitié sentar pautas para contri-
buir al manejo y tratamiento de los pacientes pediatricos in-
fectados por VIH.

Palabras clave. VIH. Linfocitos T CDA4. IgG. IgA. Pediatria.
CH50.

profunda inmunosupresion de los linfocitos T CD4+.
El virus, al incidir en la fase de ontogénesis y diferen-
ciacion del feto, tiene un efecto patogénico directo e in-
directo sobre el resto de los componentes del sistema
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inmune. Resulta especialmente dramatico en el recién
nacido y el lactante, en los cuales los sintomas pueden
manifestarse durante los primeros meses de vida.*
Mundialmente se estima que mas de dos millones
de nifios estan infectados por el VIH. Hasta la fecha,
la epidemia de SIDA en el mundo ha cobrado la vida
de mas de cuatro millones de nifios.? La infeccion por
VIH es la séptima causa de muerte de nifios en los
Estados Unidos y ha comenzado a ser la primera o se-
gunda causa principal de muerte en nifios negros e
hispanos entre uno y cuatro afios de edad en ese pais.®
En Europa la situacion es un poco desigual entre los
paises: en Espafia, Francia e Italia en conjunto, los
pacientes pediatricos constituyen 25.8% de los casos
VIH+ y en el resto de los paises, representan 17.2%.
En Cuba, desde enero de 1986 hasta el 31 de junio del
2004, se diagnosticaron 38 nifios infectados por VIH: 17
son por transmision vertical, cuatro por via parenteral y
17 por transmision sexual. Al cien por ciento de las muje-
res en estado de gestacion se les realiza el ELISA para
VIH. Aquellas que resulten positivas se atienden durante
este periodo en un programa especial del Sistema Nacio-
nal de Salud. El seguimiento de los nifios-hijos de estas
madres se realiza en todos los casos en la Consulta de Pe-
diatria del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”.
Del total de nifios donde se ha detectado transmision ma-
dre-hijo 11 permanecen vivos en este periodo de estudio.
La infeccion por VIH en nifios condiciona una gra-
ve inmunodeficiencia con caracteristicas especiales
gue la distinguen de la del adulto. El déficit inmune
es global, afecta tanto la inmunidad celular como la
humoral.®67 La pérdida progresiva de células T
CD4+ es un marcador del curso de la enfermedad en
nifios y su disminuciéon es mucho mas rapida que la
observada en el adulto.®0 En nifios ocurre normal-
mente la apoptosis de células T en un alto grado en
el timo, lo que ocasiona la prematura involucion de
este 6rgano, incluyendo timitis en pequefios que pa-
decen de SIDA.! Las alteraciones inmunes mas gra-
ves se correlacionan con un peor pronostico de la in-
feccion por VIH en la edad pediatrica.®"°
Numerosos autores plantean una activacion créni-
ca del sistema inmune con la persistencia de una in-
munidad innata en la que se generan mediadores le-
sivos para el organismo, entre ellos las especies
reactivas de oxigeno que participan de manera indi-
recta en la pérdida progresiva de linfocitos T.1213
En este trabajo nos propusimos estudiar el estado
clinico, inmunoldgico y de carga viral en los pacien-
tes cubanos pediatricos infectados por VIH por trans-
misién vertical, comparando algunos de estos indices
con los evaluados en un grupo de individuos supues-
tamente sanos.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de casos y controles de los
pacientes cubanos pediatricos infectados por VIH por
via vertical de diciembre del 2003-junio del 2004. El
grupo de estudio fueron nifios diagnosticados con un
ELISA reactivo para VIH desde 1986 hasta el 31 de
junio del 2004 (ELISA-UNIFORM VIH I/11 plus Or-
ganon Teknica). Este primer diagndstico positivo fue
confirmado por el ensayo Western Blot (DAVIH
BLOT VIH-I, DAVIH Lab). El grupo de estudio estu-
vo compuesto por 11 nifios entre los tres y los 17
afios de edad, hijos de padres infectados por VIH dis-
tribuidos en siete provincias del pais. Como grupo
control se utilizé un grupo de 22 nifios supuestamen-
te sanos que residen en Ciudad de La Habana, del
mismo intervalo de edad y sexo que el grupo infecta-
do por VIH (relacién 1:2). Todos estos nifios acuden a
la Consulta de Pediatria del Hospital del Instituto
“Pedro Kouri”.

Los datos de la evolucidn clinica de estos nifios fue-
ron obtenidos por revision de las historias clinicas.

Se les realizd una extraccion de sangre, de la cual
se obtuvo suero. Se utilizé sangre total para la deter-
minacién de las subpoblaciones linfoides y el suero
fue utilizado para la determinacidn de los indices in-
munoldgicos y de carga viral.

Los 11 pacientes pediatricos infectados por VIH
fueron clasificados de acuerdo con su estado clinicoy
al conteo relativo de linfocitos T CD4+ y se les deter-
miné los niveles de ARN viral.

La cuantificacion de las subpoblaciones linfocita-
rias CD3+, CD4+, CD8+, CD16+/CD56+, CD19+,
CD8+/CD38+ y CD3+/CD95+, las inmunoglobulinas
IgG, IgA e IgM, las proteinas C3 y C4 del sistema del
complemento y la actividad hemolitica de las vias cla-
sica y alterna de activacion del complemento (CH50y
AHS50) fue realizada en ambos grupos de nifios.

Cuantificacion de
los niveles de ARN viral

Se utilizo el sistema Nuclisens HIV-1 QT de la
casa comercial Biomerieux siguiendo los procedi-
mientos recomendados por el fabricante.

Cuantificacion de
subpoblaciones linfocitarias

Se determinaron por citometria de flujo, usando
un citometro FACScan de Becton Dickinson.

Los valores relativos de los linfocitos T CD3+,
CD4+, CD8+, B CD19+ y de las células asesinas natu-
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rales (NK) CD16+/CD56+, se cuantificaron utilizando
técnicas estandar para triple marcaje, anticuerpos
monoclonales y el programa CellQuest de Becton Dic-
kinson.

Los valores relativos de los linfocitos CD8+/CD38+
y CD3+/CD95+ se cuantificaron usando técnicas de
doble marcaje, anticuerpos monoclonales y el progra-
ma CellQuest de Becton Dickinson.

Cuantificacion
de inmunoglobulinas

Los niveles séricos de 1gG, IgA e IgM se determi-
naron mediante un test inmunoturbidimétrico co-
mercializado por Boehringer Mannheim Roche Diag-
nostic GmbH-D-68298 Mannhein, mediante un
analizador automético (BM/Hitachi 704).

Cuantificacion de C3y C4

Se realizé por inmunoturbidimetria mediante los
estuches diagndsticos Tina-quant C3 y Tina-quant
C4 de la Boehringer Mannheim Roche Diagnostic
GmbH-D-68298 Mannhein, mediante un analizador
automatico (BM/Hitachi 704).

CH50

La hemdlisis de eritrocitos de carnero mediada
por anticuerpos especificos de la clase IgM en pre-
sencia de complemento, se utilizé como una prueba
para evaluar la actividad del complemento en el
suero humano, siguiendo el método propuesto por
Mayer.'4

AH50

La lisis de eritrocitos de conejo en presencia de
complemento humano se us6 para evaluar la activi-
dad de la via alterna del sistema del complemento en
el suero humano, segun el método propuesto por
Platts-Mills.?®

Analisis estadistico

Los datos fueron almacenados como variables. Las
determinaciones fueron realizadas por triplicado. Se
calculan medianas y el intervalo de confianza 95%
para cada variable. Se realizé una comparacion entre
el grupo de estudio y el grupo control, empleando la
prueba U de Mann Whitney resultando significativo
para p < 0.05. El sistema SPSS fue utilizado en el
analisis estadistico.

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran los indicadores de se-
guimiento de los pacientes estudiados. La carga viral
constituye el marcador prondstico més fuerte recono-
cido internacionalmente. El conteo de linfocitos CD4
constituye un marcador pronostico sustitutivo que es
importante para la clasificacion del estadio clinico
tanto en nifios como en adultos (CDC Atlanta 1994).
Para el manejo de los pacientes pediatricos es impor-
tante también reconocer la edad en que se confirma
infectados por el VIH y la edad en que marca SIDA.
La indicacion del tratamiento antirretroviral y los
cambios en el mismo también constituyen un indica-
dor de seguimiento a considerar en el manejo de es-
tos individuos.

En el grupo de estudio las enfermedades oportu-
nistas constituyeron un marcador de SIDA (4/11)
36.3%. El 54.5% (6/11) se diagnosticaron por CD4+y
tres por carga viral mayor de 50,000 copias/mL.

Dentro de la clasificacién que incluye los parame-
tros inmunoldégicos (CD4), dos nifios fueron clasifi-
cados en el grupo A-1 (nifios asintomaticos), cuatro
nifios se clasificaron en el grupo A-3 (sintomas lige-
ros con inmunodeficiencia grave), en el B-1 un solo
nifio (sintomas moderados sin inmunodeficiencia),
en el B-3 clasificaron tres nifios (sintomas modera-
dos con inmunodeficiencia grave), en el C-3 clasificd
un nifio (sintomas clinicos e inmunodepresion seve-
ra).

De los 11 pacientes, en tres se determinaron valo-
res de carga viral mayores de 50,000 cp/mL, en cin-
co entre 1,000 y 50,000 y en tres fueron no detecta-
bles.

En la figura 1 se muestran las medianas de los
valores de las subpoblaciones linfoides. Los valores
relativos de las subpoblaciones linfoides CD4+,
CD19+ y las CD16+/CD56+, fueron significativamen-
te menores en los nifios infectados por VIH con res-
pecto al grupo control (p < 0.05). En contraste, para
las subpoblaciones CD8+, CD8+/CD38+ y CD3+/
CD95+ dichos valores fueron significativamente ma-
yores (p < 0.05).

En el cuadro 2 se muestran los valores de inmu-
noglobulinas de los pacientes infectados por VIH y el
grupo control. No se encontraron diferencias signifi-
cativas en los valores de IgM e IgA, pero si un au-
mento significativo de la 1gG (p < 0.05) de los nifios
infectados al comparar con el grupo control.

Los niveles de las proteinas C3 y C4, asi como los va-
lores de CH50 y AH50 se muestran en el cuadro 3. No se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de
pacientes infectados por VIH y el control (p > 0.05).
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Cuadro 1. Indicadores de Seguimiento de los pacientes pediatricos infectados por VIH.

Edad en que
se confirma Edadenque  Parametrode Clasifi- Carga viral
Pacientes infectado por se confirma diagnostico cacion cp/mL Tratamiento antirretroviral
VIH SIDA
1999 factor de transferencia
1 12 afios 14 afios CDh4 A3 7,500 1999 AZT + 3TC, 2002 ddI + d4T
2002 ddl + d4T + RNV
2003 3TC + d4T + RNV
1995 AZT, 1996 AZT + ddI
2 dos afios cinco afios EO B3 3,200 1997 AZT + 3TC + SQV
2001 d4T + EFV + Crixivan
3 seis afios nueve afos CD4 A3 5,600 2001 AZT+ 3TC, 2002 AZT+ 3TC+ EFV
4 siete afios siete afios CD4 A3 <50 2000 AZT+ 3TC, 2003 AZT+ 3TC+ EFV
1999 AZT+ 3TC + NFV
5 <un afio <un afio EO C3 1,600 2001 ddi+ d4T+ EFV
2004 ddC+ ABC + Kaletra
6 un afo tres afos CD4 A3 <50 2000 AZT+ 3TC, 2002 AZT+ 3TC+ NPV
7 <un afio tres meses - Al <50 -
8 <un afio <un afio EO, CD4, CV B3 220,000 2002 3TC+ d4T+RNV
9 < un afio tres meses - Al 19,000 -
10 < un afio < un afio Ccv B1 240,000 2003 3TC+ d4T+RNV
1 <un afio <un afio EO, CD4, CV B3 1.300,000 2003 AZT+ 3TC+RNV
2004 3TC+ d4T+RNV

Leyenda: Parametro de diagndstico: EO = Enfermedades oportunistas, CV = carga viral, CD4 = % de linfocito T CD4+. Clasificacion: Severidad de los
sintomas: A-ligeros, B-moderados, C-severos. Estado inmunoldgico: 1-normal, 2-moderado, 3-severo.

10 1 DISCUSION
0 - -
T ] VIH .. - .
Control Los indicadores de seguimiento resultan impor-
01 ES = tantes en el manejo de los pacientes infectados con el
0 ] B _ VIH. Los mismos tienen correspondencia con la eva-
| luacién inmunoldgica y clinica en el presente estu-
1L * . - dio.
% =S *
50 S§ o *
0 3:' S S8 Cuadro 2. Medianas de los niveles séricos de inmunoglobulinas en pa-
i 29 = cientes pediatricos VIH+ (n = 11) y en nifios supuestamente sanos (n =
0 | . 22) (grupo control).
20 Inmunoglobulinas VIH Control
0 mg/dL (intervalo) (intervalo) P
0 G 2000 1,203 0.02
D3 CD4 CD6  CD16/CDS6 CD19  CDS/CD38 CD3/CD95 (1816-2.175)  (347-1,504)
*  Representa diferencias significativas en la comparacion de los A 471 419 0.07
grupos (p > 0.05). (582-390) (536-371)
Figura 1. Medianas de los valores relativos de las subpoblaciones M 385 U6 0.08
linfocitarias en pacientes pediatricos infectados por VIH (n = 11) y en ni- (457-304) (422-241)
fios supuestamente sanos (n = 22) (grupo control).
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Cuadro 3. Medianas de los niveles séricos de C3 'y C4 y de los valores
CH50 y AH50 en pacientes pediatricos VIH+ (n = 11) y en nifios supues-
tamente sanos (n = 22) (grupo control).

VIH Control sano

Determinacion (intervalo) (intervalo) P

C3 (mg/dL) 91.29 90.38 0.12
(98.11- 86.53) (96.38-82.71)

C4(mg/dL) 38.25 35.42 0.08
(48.62- 28.47) (42.80-29.52)

CHgy (WmL) 29.58 28.70 0.09
(34.29-25.61) (34.30-25.73)

AHg, (%) 98.8 975 0.15
(104.82-92.57) (102.36- 94.51)

Del universo de estudio s6lo 25% de los casos son
progresores tardios. En este resultado pudo estar in-
cidiendo el seguimiento estrecho que se lleva a cabo
con estos pacientes. No obstante, no debemos descar-
tar factores genéticos y virales que influyen en este
patron de evolucion.1®

La mayoria de los pacientes presentaron niveles
de ARN viral por debajo de las 55,000 cp/mL. Sélo
aquellos pacientes de diagndstico reciente, que ape-
nas llevan seis meses de tratamiento antirretroviral
en el momento del estudio, presentaron valores eleva-
dos de carga viral (= 55,000 cp/mL). La mayor efec-
tividad de los antirretrovirales se logra entre los tres
y seis meses de tratamiento, pero debemos conside-
rar que los nifios, dado lo inmaduro de su sistema in-
mune, presentan niveles de carga viral superiores al
de los adultos y después de la seroconversion dichos
valores disminuyen mas lentamente incluso, pese al
tratamiento antirretroviral 1617

El conteo de linfocitos T CD4+ indica el estado in-
munoldgico de los individuos infectados por VIH. Como
indicador pronostico, contribuye a alertar sobre la posi-
bilidad de que ocurran infecciones oportunistas y per-
mite la toma de decisiones sobre cambios en la terapia
antiviral.18-21 En el presente estudio, los niveles relati-
vos medios de linfocitos T CD4+ (Figura 1), en el grupo
de estudio fueron significativamente inferiores a los ob-
servados en el grupo control sano. Todos los pacientes
en estudio recibieron tratamiento antirretroviral y, sin
embargo, los conteos de linfocitos T CD4+ estan por de-
bajo de 14% en casi todos (Cuadro 1), lo que indica que
pueden tener alguna resistencia a las drogas que estan
consumiendo. No obstante, los niveles de carga viral
en la mayoria es inferior a 10,000 cp/mL. Excluimos de
esta valoracion a los diagnosticados en el 2001, los cua-
les tienen muy poco tiempo de tratamiento.

Los linfocitos T CD4+ son las células diana funda-
mentales de la infeccion por VIH. Una disminucion
en su nimero se produce por destruccion tanto por
efecto directo como indirecto del virus sobre los mis-
mos ocasionando una alteracién en la homeostasis y
regulacion del sistema inmune.?223

El mayor valor de los linfocitos T CD3+ y CD8+
en el grupo de nifios infectados por VIH al comparar-
los con el grupo control (p < 0.05) pudiera explicarse
por la destruccion importante y mantenida de las cé-
lulas T CD4+, que ocasiona una activacion linfocita-
ria que esté presente en todos los estadios de la in-
feccion.?® El sistema inmune no reconoce una
disminucién especifica de las células T CD4+ o
CD8+, sino que regula la homeostasis de las células
T reconociendo alteraciones en el numero total de cé-
lulas T. Asi, una respuesta a una disminucién selec-
tiva de células T CD4+ o CD8+ produce un incre-
mento de las células T y dado que se pierden
selectivamente las células T CD4+ la reposicion con
células T CD3+ producira una acumulacion selectiva
de linfocitos T CD8+. Ademas, debido a la sobrecarga
antigénica que supone la replicacién cronica y masi-
va del VIH, los clones de linfocitos T CD8+ se en-
cuentran en un proceso de activacion y proliferacion
continua.?%2” Resino et al. plantean en su estudio
gue altos niveles de T CD8+ son un factor protector
en la progresion de la enfermedad, con una correla-
cion inversa con el conteo de linfocitos T CD4+.20

La disminucion de los linfocitos B CD19+ ocurre
de manera prematura en la edad pediatrica y su dis-
funcion se correlaciona con una pobre capacidad neu-
tralizante de anticuerpos, elevados niveles de carga
viral y progresion de la enfermedad.?* El hallazgo in-
munoldgico corrobora lo observado en la evolucion
clinica del grupo en estudio donde la mayoria ha se-
guido un patron de progresién prematura.

La disminuciéon de los linfocitos NK (CD16+/
CD56+), respecto al grupo control puede producirse
por la pérdida de citocinas necesarias para su ade-
cuado funcionamiento y esta asociado con un incre-
mento de los marcadores de activacién en la infec-
cion por VIH.?8

El incremento de los valores de los marcadores de
activacion, linfocitos T CD8+/CD38+ y CD3+/CD95+
presupone un incremento de la progresion.?72%-35 Al-
gunos autores plantean que posterior a la terapia
antiviral se produce una estabilizacién del sistema
inmune con la consiguiente disminucién de los valo-
res de estos marcadores. Valores altos de los mismos
sugieren la posibilidad de la existencia de resistencia
a los antivirales empleados y/o mala adhesion al tra-
tamiento.
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En el cuadro 2 se muestran los niveles medios de
inmunoglobulinas, de los cuales los valores de 1gG
fueron altos en el grupo en estudio con respecto al
grupo control. En la infeccion por VIH se produce
una activacién policlonal de las células B, con un au-
mento de todas las inmunoglobulinas, en especial de
la 1gG, pero con una funcionalidad alterada. Esto
condiciona que el nifio infectado se comporte como un
paciente hipogammaglobulinémico con la consiguien-
te presencia de infecciones bacterianas frecuentes,
las cuales son, a su vez, motivo de replicacion viral y
progresion de la enfermedad. Es de sefialar que aun-
gue la mayoria de los nifios del grupo en estudio son
de clasificacion SIDA no se encontré aumento de la
IgA, lo cual se corresponde con lo reportado en la li-
teratura.36.37

En el cuadro 3 se aprecia que no existen diferen-
cias significativas entre los niveles de C3, C4, CH50 y
AH50 entre ambos grupos. Este resultado refleja la
integridad de la via clasica y alterna del complemento
en estos pacientes a pesar del estado de la infeccion y
difiere de lo encontrado en la poblacién adulta donde
se produce una elevacion de las proteinas C3 'y C4.1618

Consideramos que esta evaluacion contribuye a la
caracterizacion integral de los pacientes pediatricos
infectados por VIH. La informacién obtenida reper-
cute tanto en el manejo clinico como en el tratamien-
to del paciente, asi como permite el conocimiento del
comportamiento de estos indicadores en la poblacion
VIH/SIDA pediatrica cubana.
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