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verticalmente. Estudio longitudinal

S. Resino?, J.M. Bellon?, J.L. Jiménez?, D. Gurbindo® y M.A. Mufioz-Fernindez?

aServicio de Inmunologia. PSeccién de Inmuno-Pediatria. Hospital Central Universitario Gregorio Marandn. Madrid.

(An Esp Pediatr 2000; 52: 138-147)

Objetivo

Estudiar el valor predictivo de marcadores inmunolo-
gicos, virologicos y parametros clinicos en la dinamica de
progresion a muerte durante el seguimiento de una co-
horte de 43 nifios infectados por el VIH-1.

Pacientes y métodos

Estudio prospectivo en 43 nifios infectados vertical-
mente por el VIH-1, menores de 12 meses de edad (rango,
0-11,80 meses) que no habian recibido tratamiento anti-
retroviral en el momento de su inclusion en el estudio. La
cinética de replicacion y el fenotipo de los aislados vira-
les se determind por cocultivo en CMSP y en MT-2, res-
pectivamente. La carga viral se cuantificé en plasma utili-
zando el método estandarizado de RT-PCR de Roche. Las
subpoblaciones linfocitarias se determinaron por cito-
metria de flujo.

Resultados

Realizamos un analisis multivariante de Cox, obtenien-
do un riesgo relativo de 6,42 (intervalo de confianza del
95%, 1,28-32,03); (p = 0,023) para los nifios con una me-
diana de carga viral superior a 5 log,, copias/mly de 6,84
(intervalo de confianza del 95%, 1,52-30,69); (p = 0,012)
para nifios con cinética de replicacion R/A. También estu-
diamos el valor predictivo de los sintomas clinicos y obser-
vamos que los sintomas con mayor valor predictivo de pro-
gresion a muerte fueron la encefalopatia progresiva (3,60
[IC 95%; 0,92-14,06; p = 0,065]) v la cardiopatia (6,29 [IC 95%:
1,59 - 24,85; p = 0,008)).

Conclusiones

Los marcadores inmunologicos y virologicos predicti-
vos de progresion a muerte mas importantes fueron la
mediana de carga viral superior a 5 log, , y los aislados vi-

rales con cinética de replicacion R/A a lo largo del estudio.
Ademas, la encefalopatia progresiva y la cardiopatia se
comportaron como marcadores independientes predicti-
vos de progresion a muerte.
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CLINICAL MANIFESTATIONS AND BIOLOGICAL
MARKERS IN THE NATURAL HISTORY
OF HIV-1 INFECTION. LONGITUDINAL STUDY

Objective

To study the relationship among clinical symptoms
and biological markers as predictive value of progression
to death in HIV-1 vertically infected infants.

Patient and methods

We carry out a prospective study in 43 HIV-1 infants with
a mean age of 4.27 (range: 0-11.8 months). None of the in-
fants’ mothers had received any antiviral treatment during
pregnancy. None of the infants were breastfed. They were
routinely assessed for clinical symptoms during follow-up.

Results

Cox regression analysis was used to study the hazard ra-
tio (HR) of progression to death. For the median viral lo-
ad > 5log,, the HR was 6.42 (95% CI, 1.28-32.03) (p = 0.023)
and 6.84 (95% CI, 1.52-30,69) (p = 0.012) for biological
phenotype of viral isolates with rapid replication and
high titter (R/H-X4). We also study the predictive value of
the clinical symptoms and we observe that the symptoms
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with more HR of progression to death were the progres-
sive encephalopathy (3.60 [95% CI, 0.92-14.06; p = 0.065])
and the cardiopathy (6.29 [95% CI, 1.59-24.85; p = 0.008]).

Conclusions

Our data indicate that viral load > 5 log, , and biological
phenotype R/H-X4 of virus isolates along the study are
predictive markers of progression to death. In addition,
the progressive encephalopathy and cardiopathy were al-
so markers of progression death.

INTRODUCCION

Existen distintos marcadores predictivos de la evolu-
cién de la infeccion por VIH-1. Actualmente, en indivi-
duos adultos positivos para el VIH-1 se utilizan el re-
cuento de linfocitos T CD4* y la carga viral como para-
metros con valor predictivo de evolucién clinica de la
infeccion y para tomar decisiones terapéuticas sobre
cuidndo comenzar o cambiar una terapia antirretroviral' ™,
En nifos existen varios estudios sobre el papel de la car-
ga viral en la infeccion por el VIH-1, pero los grupos es-
tudiados han sido muy heterogéneos e incluyen nifios
con progresion ripida y lenta de la misma, con un ran-
go de edad que oscila desde dias hasta 18 afios y mu-
chos de los nifios recibieron tratamiento” . A pesar de
estos estudios, es dificil establecer valores de la carga vi-
ral que puedan indicar el riesgo de progresion de la in-
feccion como se ha hecho en individuos adultos infecta-
dos por el VIH-1%", Estudios realizados sobre el fenotipo
biolégico de los aislados virales en individuos adultos in-
fectados por el VIH-1 demostraron que el fenotipo de los
aislados virales era diferente entre individuos asintomati-
cos y en pacientes con sida'>!” y que un fenotipo in-
ductor de sincitios (IS) se relacionaba con progresion cli-
nica e inmunoldgica de la enfermedad'®".

En recién nacidos, el porcentaje de linfocitos T CD8*
aumenta con la edad, aunque no en el mismo grado’!
que el descenso del porcentaje de linfocitos T CD4™.
Aunque se ha reconocido la importancia de los linfocitos
T CD8" en el control de la infeccién por el VIH-17%2, po-
cos estudios han examinado el valor pronéstico del nu-
mero de linfocitos T CD8+ en sangre periférica en indi-
viduos adultos infectados por el VIH**?° y carecemos de
este tipo de datos en nifios con VIH. Un estudio de se-
guimiento en pacientes adultos hemofilicos con infeccion
por el VIH-1 ha referido que el aumento del nimero ab-
soluto de linfocitos T CD8" predice precozmente el des-
censo de linfocitos T CD4" y la progresion clinica de la
infeccion por el VIH-1>!, Ademas, se ha demostrado que
el aumento de subpoblaciones CD8-citotoxicas se asocia
con progresion mas lenta de la enfermedad?’.

La evolucion natural de la enfermedad causada por la
infeccién por el VIH depende del tipo de manifestacio-
nes clinicas. El desarrollo de infecciones oportunistas, la
encefalopatia y el retraso ponderoestatural se asocian
con progresion rapida, mientras que la neumonia inters-
ticial linfoide (NIL) y la parotiditis lo hacen a progresion
mis lenta?®31,

Existen diferencias en las manifestaciones clinicas de
la infeccién por el VIH-1 en el nifio y en adulto. La ma-
yoria de los casos de neumonia por Pneumocystis cari-
nii aparece entre los 3 y los 6 meses de edad”® y el 75%
de los niflos con esta infeccion tienen menos de un afio.
Esto, junto con la elevada mortalidad por esta enti-
dad?®??, convierten el primer afio de vida del nifio con
infeccién por el VIH-1 en un periodo critico. Se ha pos-
tulado que, a diferencia del adulto, en el que la neumo-
nia por P. carinii se producia por reactivacion o por in-
feccion, en el nifio serfa por primoinfeccion, lo que con-
dicionaria la mayor gravedad del cuadro. Aunque
también pueda aparecer en el adulto, la encefalopatia
relacionada con el VIH es mucho mis frecuente en el ni-
o, y es una de las infecciones mas caracteristicas de la
infeccion por el VIH en la infancia.

Las manifestaciones clinicas mas alla del periodo neo-
natal también predicen la rapidez de la progresion de la
enfermedad. La aparicion de infecciones oportunistas,
como neumonia por P. carinii, la encefalopatia, la can-
didiasis esofagica y el retraso ponderoestatural precoz se
asocian con progresion riapida’®?’, mientras que la NIL
y la parotiditis lo hacen con una evolucién mas len-
ta’’31. En los Gltimos afos, debido a la aplicacion de
nuevas terapias combinadas, se han producido cambios
en la significacién prondstica, tanto en las manifestacio-
nes clinicas como en los distintos marcadores biol6gicos
de estas entidades. Hemos realizado un estudio del va-
lor pronéstico de progresion a muerte de diversos mar-
cadores virologicos, inmunolégicos y manifestaciones
clinicas en 43 nifnos infectados verticalmente por el VIH-
1 menores de 12 meses de edad que no recibieron tra-
tamiento antirretroviral al ser incluidos en el estudio.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Entre enero de 1991 y junio de 1996, 106 nifios me-
nores de 12 meses de edad nacidos de madres seropo-
sitivas para el VIH-1 ingresaron en la Seccion de Inmu-
no-Pediatria del Hospital General Universitario Gregorio
Maranén de Madrid. El factor de riesgo de transmision
fue por via vertical en los 106 nifos. Todos fueron posi-
tivos para anticuerpos anti-VIH al nacimiento. De estos
106 nifios, fueron diagnosticados como infectados por el
VIH-1 43, utilizando métodos de deteccion directa del
mismo (ADN-PCR y cultivo viraD!'*. Ningn nifio recibio
terapia antirretroviral al nacer, ni tampoco recibieron sus
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madres durante el embarazo. En todos los casos obtuvi-
mos el consentimiento de los padres o de los represen-
tantes legales para la realizacion del estudio. Ninguno
de los ninos recibié lactancia materna.

Cuantificacion de subpoblaciones de células T

Las subpoblaciones de linfocitos T en sangre periféri-
ca fueron cuantificadas por inmunofluorescencia directa,
usando anticuerpos monoclonales de la serie T. La ad-
quisicion se llevo a cabo en un citometro FACScan (Bec-
ton-Dickinson, San José C.A., EE.UU.)" usando el pro-
grama de adquisicién Lysis II (Becton-Dickinson, San Jo-
sé C.A., EE.UU.) dentro de las 2 h siguientes a la tincion
de las células.

Cinética de replicacion de los aislados virales

Se cocultivaron 2 x 10° CMSP del paciente con 2 x 10°
CMSP de un donante sano previamente estimuladas du-
rante 48 h con fitohemaglutinina (PHA, Wellcome), en
placas de 24 pocillos con 2 ml de medio RPMI suple-
mentado con un 20% de FCS y 20 U/ml de interleucina
2 (IL-2). Semanalmente se afadieron 2 x 10° de blastos
en 1 ml de medio fresco, y dos veces por semana se re-
cogieron los sobrenadantes para determinar la concen-
tracion de antigenos (Ag) p24. La deteccion y cuantifi-
cacion de Ag p24 se realizd6 mediante un anilisis co-
mercial de enzimoinmunoanilisis tipo “sandwich” para
la deteccion de antigenos asociados al virus VIH-1 (in-
notest HIV Antigen mAb, innogenetics).

La cinética de replicacion se considerd ripida cuando
en el cocultivo se detectaron valores de Ag p24 el dia 3
después del inicio del cultivo y lenta si los valores de Ag
P24 no se detectaron hasta pasados 7 o mas dias del co-
cultivo celular. Se considerd cinética de replicacion alta
si en el cocultivo los valores de Ag p24 eran persisten-
temente altos (> 500 pg/ml) y baja si estaban por deba-
jo de 500 pg/ml’?.

Fenotipo de los aislados virales

Se cocultivaron 2 x 10° de CMSP del paciente con
2 x 10° CMSP de un donante sano previamente estimu-
ladas con PHA (blastos) en placas de 24 pocillos con 2
ml de medio RPMI suplementado con un 20% de FCS y
20 U/ml de IL-2. Semanalmente se anadieron 2 x 10° de
blastos en 1 ml de medio fresco, y dos veces por sema-
na se observo por microscopia de contraste de fase la
aparicion de células sincitiales en el cultivo. Para la de-
terminacién del fenotipo viral de las cepas obtenidas
de los pacientes estudiados, utilizamos la linea celular
MT-2. Estas células expresan el receptor del VIH CD4 y
el correceptor CXCR4 pero no expresan CCR5, por lo
que se utiliza para diferenciar las cepas X4 (que utilizan
CXCR4) de las cepas R5 (que utilizan CCR5). Se cultiva-
ron las MT-2 a una concentracién de 5 X 10° de células
por ml. Cuando las células estaban en fase de creci-
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miento exponencial se utilizaron para la realizacion del
analisis. Se cultivaron 2 x 10° células MT-2 por pocillo
en una microplaca de 24 pocillos. Las células se incuba-
ron con sobrenadantes provenientes del cultivo de ais-
lamiento del virus (1 ml) o con CMSP obtenidas del co-
cultivo. Cada ensayo se realizoé por duplicado. Cada 3-4
dias se reemplaz6 la mitad del medio por medio com-
pleto fresco y se midieron los valores de Ag p24. Las cé-
lulas MT-2 tienen la capacidad de producir sincitios
cuando son infectadas por el VIH, por lo que podemos
seguir la infeccion de los mismos por microscopia de
contraste de fase. Se consideraron como cepas X4 o in-
ductoras de sincitios, los cultivos en los que en el mi-
croscopio se observaban células multinucleadas gigantes
o sincitiales y tenian valores de Ag p24 detectables’”. En
todos los cultivos utilizamos como cepas de referencia
del VIH-1 con fenotipo claramente definido, la cepa pNL
del tipo X4 y la cepa BAL del tipo R5.

Cuantificacion de ARN viral por RT-PCR

Los valores de ARN viral en el plasma de los pacien-
tes pedidtricos se cuantificaron usando un analisis co-
mercial (Amplicor-HIV Monitor™ Test, Roche Diagnos-
tic System), aprobado por la Food and Drug Adminis-
tration (FDA) de los EE.UU. para monitorizaciéon de
carga viral en mayo de 1996%".

Andlisis estadistico

Los valores de linfocitos T CD4* y T CD8* se expre-
saron en porcentaje y en células/ul. Se ajustaron los por-
centajes de los linfocitos T CD4* y T CD8" de cada pa-
ciente por edad segin valores normales de nifios VIH
negativos nacidos de madres positivas para el VIH, que
fueron tomados como controles (Z-score). En todos los
andlisis, los valores de carga viral en sangre periférica se
transformaron en logaritmo en base 10 para normali-
zarlos.

Las diferencias de las caracteristicas inmunologicas y
virologicas de los nifos al ser incluidos en el estudio,
entre los que no progresaron y los que progresaron a
muerte, se realizd por el anilisis exacto de Fisher (va-
riables dicotémicas) y con la prueba de la t de Student
para muestras independientes (variables continuas). La
asociacion entre variables fue medida por el anilisis no
paramétrico de correlacion de Spearman.

Clasificamos a los niflos positivos para el VIH segin
las caracteristicas biologicas del virus a lo largo del es-
tudio en dos grupos: nifios con aislados virales con ci-
nética de replicacion rapida/alta (R/A), que mantenian
una cinética de replicacion R/A durante todo el segui-
miento, y nifos con aislados virales con cinética de re-
plicacion lenta/baja (L/B), que fueron L/B durante todo
el seguimiento o que cambiaron en alglin momento a ci-
nética de replicaciéon R/A a lo largo de todo el estudio,
pero volvieron a la cinética de replicacion L/B. En el ca-
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TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los 43 nifos
infectados por el VIH-1 a su inclusién
en el estudio

Determinamos la supervivencia por el método de
Greenwood, usando las curvas de Kaplan-Meier. Las di-
ferencias entre los grupos formados se determinaron por

el anilisis de rangos logaritmicos (Mantel-Haenzel) con

Sintoma n (%)
Adenopatias 26 61,9
Otitis 5 11,9
Candidiasis 14 34,1
Cardiopatia 5 11,9
Diarrea cronica 8 19

Encefalopatia progresiva 3 7,1
Esplenomegalia 13 31

Hepatitis 7 16,7
Hepatomegalia 7 16,7
Neumonia 6 14,6
NIL 5 11,9
Sepsis 6 14,3

un nivel de significacion inferior a 0,05. El riesgo de pro-
gresion a muerte asociado al fenotipo viral, cinética de
replicacion y carga viral antes del afio de vida se estimo
utilizando el modelo de riesgos proporcionales de Cox™3.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas, inmunolégicas
y virolégicas de la serie de 43 nifios
al ser incluidos en el estudio

Realizamos un estudio prospectivo de seguimiento
a 43 ninos diagnosticados con infeccion por el VIH-1, 14
nifos y 29 niflas, con una edad media al ser incluidos

n:
estudio; NIL: neumonia intersticial linfoide.

so del fenotipo viral, tenemos a nifios con fenotipo viral

inductor de sincitios (IS-X4) y niflos con fenotipo

no inductor de sincitios (NIS-R5), siguiendo el mismo
criterio que para la cinética de replicacion. Para el por-
centaje de linfocitos T CD4*, el porcentaje de linfocitos
T CD8* y la carga viral hemos elegido el valor de la me-
diana de todos los datos de cada marcador, para cada ni-
fio durante el seguimiento, como el dato mis indicativo
del valor de porcentaje de CD8 y carga viral durante el

estudio. Seleccionamos el punto de corte del 20
CD8 y 5 log,, de carga viral. También clasificamos

niflos segln la presencia de sintomas durante el segui-
miento: cardiopatia, encefalopatia progresiva, infeccio-

nes oportunistas, sepsis, hepatitis, NIL, neumonia,
didiasis o diarrea cronica.

namero de niflos que presentaron el sintoma descrito al ser incluidos en el

en el estudio de 4,27 meses (intervalo de confianza [IC]
95%, 3,25-5,28) (rango, 0-11,80 meses). La duracion me-
dia del seguimiento fue de 24,91 + 1,12 meses (rango, 1-
82,77 meses). El nimero medio de estudios realizados a
cada nifio fue de seis (rango, 2-19 estudios).

De los 43 ninos estudiados, 19 se encontraban en ca-
tegoria clinica e inmunologica Al, siete en categoria B1,
cuatro en categoria Cl1, seis en categoria A2, tres en ca-
tegoria C2, dos en categoria B3 y dos en categoria C3.
En la tabla 1 se describen las caracteristicas clinicas de
los 43 ninos infectados por el VIH-1 al ser incluidos en
el estudio. El 83,7% (34 niflos) recibieron terapia antirre-
troviral en algin momento del estudio de seguimiento;
los 7 niflos que no recibieron terapia antirretroviral per-
manecieron asintomaticos a lo largo del estudio.

Estudiamos el efecto de la influencia de los marcado-
res inmunolégicos y virologicos a la inclusion en el es-
tudio, segtn la dinimica de supervivencia de la serie de
los 43 nifios infectados por el VIH-1 (tabla 2). No en-

viral

% de
a los

can-

TABLA 2. Caracteristicas inmunolégicas y viroldgicas a la inclusion en el estudio, segin la dinamica de supervivencia

en la serie de 43 nifos estudiados

Marcador

No progresion a muerte* Progresion a muerte*

Caracteristicas inmunologicas
Porcentaje CD4 (+ EE)
Porcentaje CD8 (+ EE)
Cociente CD4/CD8 (+ EE)

Caracteristicas virologicas

Carga viral

Copias/ml (+ EE)

Log,, copias/ml(+ EE) 4,93 + 0,19 5,27 + 0,26
Fenotipo NIS-R5 (n = 20) 18 2
IS-X4 (n = 20) 11 9
Cinética L/B (n = 22) 19 3
Replicacion R/A (n = 18) 10 8

34,55 + 2,93 30,37 + 4,202
2324 + 2,13 18,78 + 3,88
2,03 £ 0,31 2,46 £ 0,73

617.818 + 263.926 635.420 + 296.183

n: namero de ninos infectados por el VIH-1; NIS-R5: aislados virales con fenotipo no inductor de sincitios; 1S-X4: aislados virales con fenotipo inductor de sincitios;
L/B: aislados virales con cinética de replicacion lenta/baja; R/A: aislados virales con cinética de replicacion rapida/alta. *sin progresion o progresion a muerte al

finalizar el estudio.
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TABLA 3. Riesgo de progresion a muerte calculado
por andlisis de regresion de Cox para
una sola variable

HR IC del 95% P

Marcadores

T CD8 < 20% 0,18 0,04-0,68  0,0294

Carga viral > 5 log,, 5,62 1,47-21,48  0,0073

R/A 8,75 2,12-36,12  0,0027

1S-X4 7,46 1,50-37,16  0,0141
Sintomas

Cardiopatia 9,15 2,44-34,23 0,001

Encefalopatia progresiva 6,14 1,65-22,72  0,0066

Infecciones oportunistas 2,24 0,67-7,74 0,1882
Sepsis 313 0,94-10,46 0,063
Hepatitis 9,27 1,19-72,11  0,0033
NIL 0,981 0,26-3,08 0817
Neumonia 4,95 1,08-22,61 0,039
Candidiasis 3,54 0,45-27,50  0,2263
Diarrea persistente 1,49 0,40-5,54 0,5502

1S-X4: aislado viral inductor de sincitios; R/A: aislado viral con cinética de
replicacion ripida/alta; NIL: neumonia intersticial linfoide.

contramos diferencias entre los valores del porcentaje
de linfocitos T CD4*, T CD8", cociente CD4/CD8 y de
la carga viral cuando los nifos fueron incluidos en el
estudio, segln si los nifios progresaron a muerte o no
lo hicieron (tabla 2). Tampoco encontramos diferencias
en los valores del porcentaje de células T CD4 y T CD8
cuando se estandarizaron respecto a los valores de es-
tas subpoblaciones linfocitarias de nifios controles sa-
nos de la misma edad no infectados por el VIH. Sin em-
bargo, si encontramos diferencias en las caracteristicas
biolégicas de los aislados virales al inicio del estudio
(tabla 2), siendo mas frecuente aislar virus con fenotipo
NIS-R5 (p = 0,031) y cinética L/B (p = 0,04) en los ni-
fos que no progresaron a muerte y aislados con feno-
tipo IS-X4 y cinética R/A en los niflos que progresaron
a muerte. Al aplicar un andlisis de correlacion de Spear-
man observamos que el fenotipo IS y la cinética de re-
plicaciéon R/A presentaron una correlacion positiva y es-
tadisticamente significativa (p < 0,05) con la progresion
a muerte. Los mismos resultados encontramos al anali-
zar cepas IS con cepas X4 o cepas X4 con cinética R/A.
También encontramos correlacion significativa entre ci-
nética de replicacion R/A de los aislados virales, por-
centaje de linfocitos T CD8 (r = —0,35) y carga viral al-
ta (r = 0,467).

Valor predictivo de progresion a muerte
de los marcadores analizados durante
el estudio de seguimiento

Cuando analizamos como marcadores el porcentaje
de células T CD4 y T CD8 no encontramos diferencias
significativas en el tiempo de progresiéon a muerte se-
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gan el valor de la mediana y distintos puntos de corte
del porcentaje de linfocitos T CD4 en los 43 nifios es-
tudiados. Sin embargo, encontramos diferencias signifi-
cativas en los tiempos de supervivencia de los nifios
segun el valor del porcentaje de linfocitos T CD8 cuan-
do situamos el punto de corte en el 20%. El tiempo me-
dio de progresion a muerte fue menor cuando la me-
diana del porcentaje de células T CDS8 fue inferior al
20% (17,57 meses [0-35,35; p = 0,002]). Cuando estu-
diamos a ninos con porcentajes de células T CD8 su-
periores al 20% no se alcanz6 el 50% de incidencia de
progresion a muerte por el método de Kaplan-Meier vy,
por tanto, no tuvimos un valor para la mediana de
tiempo de supervivencia. Al aplicar el analisis de re-
gresion de Cox (tabla 3) obtuvimos un valor para la ra-
z6n de riesgo (HR) de 0,18 (IC 95%, 0,04-0,68; p =
0,014), lo que indica que valores de la mediana del
porcentaje de células T CD8 superior a 20% son pro-
tectores frente a la progresion a muerte. Calculando el
inverso de la HR, la mediana del porcentaje de linfoci-
tos T CD8 inferiores al 20% tuvo una HR de 5,55 (IC
95%, 1,47-25,0), lo que indica que nifilos con una me-
diana del porcentaje de linfocitos T CDS8 inferior al 20%
el riesgo de progresion a muerte es 5,55 veces superior
respecto a los que tienen un valor de mediana del por-
centaje de linfocitos T CD8 superior al 20%. Al realizar
el analisis estadistico utilizamos el valor de la mediana
de porcentaje de linfocitos T CD8 que presentaba cada
nino; el valor de HR fue de 0,92 (IC 95%, 0,87-0,97; p
= 0,002), que también indica que el incremento del
porcentaje de linfocitos T CD8 actiia como factor pro-
tector de progresion a muerte.

Al analizar el valor prondstico de la carga viral plas-
mitica encontramos que los nifios con un valor en la
mediana de la carga viral superior a 5 log,, copias/ml
tuvieron un valor en la mediana del tiempo de supervi-
vencia de 17,96 meses (IC 95%, 11,48-26,02). Es decir,
el 50% de los nifios con mediana de carga viral superior
a 5 log,, progresaron a muerte en aproximadamente 18
meses. No obtuvimos valor para la mediana del tiempo
de supervivencia en los nifios con carga viral inferior a
5 log,, copias/ml. La HR para los nifios con carga viral
superior a 5 log,, copias/ml fue de 5,62 (IC 95%, 1,47-
21,48; p = 0,0073). Cuando estudiamos el valor de la
mediana de la carga viral (log,, copias/ml) de cada pa-
ciente, la HR fue de 3,05 (IC 95%, 1,15-6,17). La carga
viral en la infecciéon por el VIH-1 en nifios es un factor
de riesgo de progresion a muerte, ya que el valor de la
HR fue superior a 1.

También investigamos el papel predictivo de las ca-
racteristicas biologicas de los aislados del VIH-1 a lo lar-
go del estudio. Observamos que la mediana del tiempo
de supervivencia para los nifilos que mantuvieron una ci-
nética de replicaciéon R/A durante todo el estudio de se-
guimiento fue de 17,57 meses (IC 95%, 0,00-39,57) y pa-
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ra los niflos que mantuvieron aislados del VIH-1 con fe-
notipo IS-X4 fue de 22,33 meses (IC 95%, 16,28-28,39).
No pudimos calcular el valor de la mediana del tiempo
de supervivencia para los niflos que mantuvieron aisla-
dos con cinética L/B o fenotipo NIS-R5 durante todo el
seguimiento. El valor de HR para los nifios que tuvieron
aislados con cinética de replicacion R/A fue de 8,75 (IC
95%, 2,12-36,12; p = 0,0027) respecto a los ninos que tu-
vieron cinética L/B durante el estudio y de 7,46 (IC 95%,
1,50-37,16; p = 0,0141) para los nifios con aislados con
fenotipo 1S-X4 respecto a los niflos que tuvieron aisla-
dos con fenotipo NIS-R5 durante el seguimiento.

Realizamos un analisis de regresion de Cox multiva-
riante utilizando el método de seleccion “Backward” en
el que se incluyeron todos los marcadores estudiados
anteriormente (porcentaje de linfocitos T CD4*, T CD8",
carga viral y caracteristicas biologicas de los aislados vi-
rales), seleccionando como los marcadores mas impor-
tantes y estadisticamente significativos la carga viral y la
cinética de replicacion. El valor de HR fue de 6,42 (IC
95%, 1,28-32,03; p = 0,023) para nifios infectados por el
VIH-1 con carga viral superior a 5 log,, copias/ml y de
6,84 (IC 95%, 1,52-30,69; p = 0,012) para nifios infecta-
dos por el VIH-1 que tuvieron aislados virales con ciné-
tica de replicacion R/A.

Valor predictivo de los distintos sintomas clinicos
presentados durante el estudio de seguimiento

Analizamos la posible asociacién entre la superviven-
cia y los sintomas clinicos que presentaban los nifios a
lo largo del estudio (tabla 3). Encontramos diferencias
significativas en el tiempo de supervivencia segin pre-
sentaran cardiopatia, encefalopatia progresiva, hepatitis
y neumonia (p < 0,05). En todos los casos analizados no
obtuvimos el valor de la mediana por el método de Ka-
plan-Meier del tiempo de supervivencia de los nifos que
no presentaron el sintoma, porque la incidencia a muer-
te de estos nifios fue inferior al 50%. La mediana del
tiempo de supervivencia en los nifios que desarrollaron
cardiopatia fue de 12,14 meses (IC 95%, 4,01-20,26), de
17,96 meses (IC 95%, 8,26-27,67) para los que desarro-
llaron encefalopatia progresiva, de 22,33 meses (IC 95%,
13,81-30,85) para los que tuvieron hepatitis y de 23,53
meses (IC 95%, 13,40-33,06) para los que presentaron
neumonia.

También valoramos el riesgo de progresion a muerte
por andlisis de regresion de Cox, y encontramos que el
bazard ratio (HR) fue mayor en los nifios que presen-
taron cardiopatia y hepatitis (tabla 4). Cuando se realizo
una andlisis de regresion mdltiple utilizando el método
de seleccion “Backward” para los diferentes sintomas
mencionados, encontramos que los dos sintomas mas
predictivos de progresion a muerte fueron la encefalo-
patia progresiva (3,60 [IC 95%, 0,92-14,06; p = 0,065]) y
la cardiopatia (6,29 [IC 95%, 1,59-24,85; p = 0,008)).

DiscusiON

En este estudio hemos analizado de forma prospecti-
va la evolucion de distintos marcadores inmunolégicos,
viroloégicos y clinicos de la historia natural de la infec-
cion por el VIH-1 en una serie de 43 nifios infectados
verticalmente por el VIH-1 menores de 12 meses de
edad, que no fueron tratados con antirretrovirales du-
rante el periodo neonatal, ni sus madres durante el em-
barazo.

En nifios sanos no infectados por el VIH, el nimero
absoluto y el porcentaje de células T CD4* disminuyen
con la edad®. No encontramos diferencias significativas
entre el porcentaje de células T CD4" a la inclusion en
el estudio, independientemente de que los nifios pro-
gresaran o no a muerte. En concordancia con nuestros
datos, en nifos recién nacidos infectados por el VIH-1 e
independientemente de la evolucion de la infeccion, se
observan’ valores elevados de linfocitos T CD4*. El ni-
mero de linfocitos T CD8* no estd considerado, en ge-
neral, como un buen marcador de progresion de la in-
feccion por el VIH-1. Sin embargo, un estudio de segui-
miento realizado en pacientes hemofilicos con infeccion
por el VIH-1 ha referido que el aumento del nimero ab-
soluto de linfocitos T CD8" predice precozmente el des-
censo de linfocitos T CD4" y la progresion clinica de la
infeccion por el VIH-17°. Los datos obtenidos en nuestro
estudio de seguimiento de los niflos infectados por el
VIH-1 concuerdan con este estudio e indican que los lin-
focitos T CD8 son un marcador de progresion de la in-
feccion por el VIH-1 (fig. 1), ya que cuando los nifios de
nuestra cohorte tenian porcentaje de linfocitos T CD8 in-
ferior al 20% presentaban un mayor riesgo de progresion
a muerte (5,55 [IC 95%, 1,47-5,0D).

Se han realizado estudios longitudinales de carga viral
desde el nacimiento en nifios con infeccion perinatal, in-
cluyéndose de forma arbitraria nifos con progresion
lenta y ripida de la infeccion''"!. En nuestro trabajo,
utilizando el punto de corte analizado como el de ma-
yor sensibilidad, 5 log,,, encontramos que nifios con
carga viral superior a 5 log,, copias/ml progresaron a
muerte mas rapidamente (17,96 meses [IC 95%, 11,48-
26,0D, que nifios que tuvieron carga viral inferior a 5
log,, (copias/ml). Mofenson et al encontraron que la
carga viral en ninos menores de 2 afios de edad soélo se
correlacionaba con un aumento de mortalidad cuando
era superior a 1.000.000 de copias/ml® estos datos no
son, sin embargo, comparables con los nuestros, ya que
el seguimiento de los niflos se lleva a cabo con un mé-
todo de cuantificacion de carga viral diferente.

En el ensayo IVIG, realizado en suero de pacientes
pediatricos infectados perinatalmente®’, se encontrd un
rango de carga viral amplio desde menos del 4.000 a
32.000.0000 copias/ml. La carga viral basal en este gru-
po de nifios (al menos 105.000 copias/ml) fue significa-
tivamente mas alta que la observada en individuos adul-
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Figura 1. Curvas de supervivencia para los marcadores inmunolégicos y virologicos a lo largo del estudio; CV: carga vi-
ral (copias/ml); R/A: ninios con aislados virales con cinética de replicacion rapida/alta durante todo el segui-
miento; I/B: ninios con aislados virales con cinética de replicacion lenta/baja, que fueron L/B durante todo el
seguimiento o cambiaron en algiin momento a cinética de replicacion R/A a lo largo de todo el estudio, pero
volvieron a la cinética de replicacion L/B; IS: ninos con fenotipo viral inductor de sincitios; NIS: niiios con fe-

notipo viral no inductor de sincitios.

tos infectados por el VIH-1 con una duracion similar de
la infeccion de 3 a 4 anos, lo que concuerda con nues-
tros datos. En el estudio IVIG®’ los nifios fueron segui-
dos durante mas de 5 afos, lo que permitié evaluar, al
igual que en nuestro trabajo, la asociacién entre carga
viral, porcentaje de linfocitos T CD4 y evolucion clinica.
Valores basales elevados de carga viral se relacionaron
con mayor riesgo de mortalidad infantil, similar a lo ob-
servado entre individuos adultos infectados por el VIH-
1. En nuestro estudio, los valores de carga viral y el por-
centaje de linfocitos T CD8 fueron marcadores predicti-
vos de riesgo de mortalidad en nifios. Dependiendo de
si la carga viral era menor o mayor de 5 log,,/ml y si el
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porcentaje de linfocitos T CD8 era mayor o menor del
20% el valor predictivo a muerte fue mayor o menor (ta-
bla 3 y fig. 1). Ambos marcadores deben tenerse en
cuenta para tomar decisiones respecto a la terapia y eva-
luacion de respuesta a agentes antirretrovirales.
Estudios previos realizados en nifios infectados por el
VIH han demostrado la asociacion entre la evolucion de
esta infeccion y algunos marcadores de prondstico clini-
co e inmunolégico™, pero pocos correlacionan la evo-
lucion clinica con las caracteristicas del aislado vi-
ral!?2095  Estudios recientes han demostrado que las
propiedades biologicas del VIH-1 en nifios eran simila-
res a las encontradas en adultos y que el fenotipo viral
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se correlacionaba con la progresion de la enfermedad
en nifios infectados verticalmente'®?1:3%%5, Nuestros da-
tos indican claramente que la presencia de aislados vi-
rales con fenotipo 1S-X4 (7,46 [IC 95%, 1,50-37,16]) o ci-
nética R/A (8,75 [IC 95%, 2,12-36,12]) se asocia significa-
tivamente a progresion a muerte. Estos datos sugieren
que las caracteristicas bioldgicas del VIH-1 poseen un
mayor poder predictivo que la carga viral en nifios in-
fectados por el VIH-1.

Ademds, analizando la relacion entre la aparicion de
cepas virales citopdticas y la progresion clinica de la in-
feccion por el VIH-1, encontramos que la posibilidad de
progresar a muerte en nifios con aislados I1S-X4 o ciné-
tica R/A fue mayor que en nifios que no presentaron di-
cho fenotipo bioloégico (tabla 3 y fig. 1). Cuando utili-
zamos un andlisis de regresion de Cox univariante, en-
contramos que el riesgo de progresion a muerte fue
superior cuando se aislaba un virus con fenotipo 1S-X4
o cinética R/A, células T CD8" inferiores al 20% y carga
viral superior al 5 log,,. Sin embargo, al realizar, en el
andlisis de regresion de Cox multivariante, los marca-
dores mis importantes de progresiéon a muerte fueron
la cinética R/A (6,84 [IC 95%, 1,52-30,69]) y la carga vi-
ral superior a 5 log,, (6,42 [IC 95%, 1,28-32,03]).

La sintomatologia clinica de los 43 nifios en segui-
miento en el momento del diagnoéstico de infeccion por
el VIH-1 fue inespecifica, presentando como sintomas
mas frecuentes adenopatias (61,9%), candidiasis oral
(34,1%) y esplenomegalia (31%). Uno de los pacientes no
presentd a lo largo del periodo de seguimiento ninguna
de estas manifestaciones clinicas, y permanecia comple-
tamente asintomdtico. Estos datos se superponen a los de
Blanche*’ y a los del grupo italiano™. En el analisis de
regresion de Cox para una sola variable y multivariante
de los diferentes sintomas clinicos de progresion a muer-
te se observd que la HR fue superior cuando aparecid
cardiopatia, hepatitis, encefalopatia progresiva y neumo-
nfa (tabla 3). Sin embargo, en el analisis multivariante los
marcadores con mayor poder predictivo fueron la car-
diopatia (6,29 [IC 95%, 1,59-24,85)) y la encefalopatia
progresiva (3,60 [IC 95%, 0,92-14,00)).

La mortalidad global de nuestro grupo de 43 nifios fue
un 25,5% inferior a la encontrada por otros autores™’. La
mortalidad mas alta fue las de las series americanas, con
un 80% en los ninos que desarrollaron sida antes del
afio y un 55% en los que lo desarrollaron después™. La
mortalidad publicada por Scott en Miami fue del 44%!,
la del Grupo Colaborativo Europeo del 29% y la del gru-
po italiano del 21%"/. Estas diferencias entre los distin-
tos estudios realizados se deben a la recogida de datos,
porque en las series americanas los primeros casos re-
gistrados eran todos niflos que cumplian criterios de si-
da, mientras que los estudios prospectivos europeo e
italiano siguieron a los nifos desde el nacimiento, sin se-
leccidn segun criterios de sida.

De los 11 pacientes que fallecieron a lo largo del es-
tudio, 10 desarrollaron una encefalopatia progresiva an-
tes del ano de vida; tres de estos niflos tuvieron una in-
feccion oportunista antes de los 15 meses, el primero
presentd una neumonia por P. carinii a los 2 meses y
neumonia por Candida a los 3 meses, el segundo una
neumonia por citomegalovirus a los 10 meses y el ter-
cero una candidiasis sistémica y diarrea por Cryptospori-
dium a los 15 meses. Cuando aparece la encefalopatia
progresiva, los nifios presentan un cuadro de regresion
psicomotora que les lleva a la muerte en un tiempo in-
ferior a los 30 meses a pesar de los tratamientos con an-
tirretrovirales. La encefalopatia progresiva y las infeccio-
nes oportunistas antes de los 12 meses de vida son mar-
cadores clinicos de mal pronostico.

En conclusion, en este estudio de ninos infectados
verticalmente, menores de 12 meses de edad, sin trata-
miento antirretroviral a la entrada en el estudio, y te-
niendo en cuenta diferentes marcadores inmunologicos
y virologicos a lo largo del mismo, las caracteristicas bio-
logicas del VIH-1 poseen un mayor poder predictivo de
progresion a muerte que la carga viral. Ya que no se dis-
ponen de guias sobre cuindo comenzar el tratamiento
antirretroviral en nifios con progresion lenta de la infec-
cion, para indicar el comienzo de un tratamiento, ade-
mis de las caracteristicas clinicas de los nifios y de las
medidas seriadas de la carga viral y del nimero de lin-
focitos T CD4*, se deberian incorporar estudios de ca-
racteristicas biologicas de los aislados virales y tener en
cuenta la edad del nifno, ya que es un factor muy im-
portante en la interpretacion de estos parimetros. Ade-
mas, nuestros datos sugieren que los linfocitos T CD8*
son otro marcador inmunolégico independiente de su-
pervivencia en niflos. Asi, de nuestros datos se deduce
que se debe realizar el recuento de linfocitos T CD8* co-
mo parte del seguimiento clinico de los nifios infectados
por el VIH-1, porque los cambios de este marcador en
un estudio longitudinal, aparentemente, tienen valor
pronostico.
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