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Summary

Depletion of CD4+ T cells is a hallmark of HIV infection and is responsible for the
immunodeficiency associated to this disease. Treatment of HIV with antiretroviral
therapies results in apparent arrest of viral replication and increase in CD4+ T cell
numbers. Nevertheless, despite continued long-term suppression of HIV replication and a
slow but continued rise in the number of CD4+ T cells, the antiretroviral treatment does
not appear to allow major reconstitution of impaired HIV-specific T cell responses.
Consequently, the therapy cannot be interrupted and does not result in the acquisition of
long-term nonprogressor status nor in virus eradication. Thus, the immune system
constitutes an attractive alternative to eradicate the virus and to avoid the progression of
the disease. The thymus, which is the organ responsible of the production of new T cells,
could play a key role in the recovery and reconstitution of the immune system. A study in
HIV-infected children, who conserve the functionality of the thymus, was performed to
evaluate the immune reconstitution and its possible beneficial effect in the control of the
infection.

The results demonstrate the inhibitory effect of HIV-infection on the thymic function
and the crucial role of the thymus in the preservation of the CD4+ T cell population in
infected children. The decrease of viral load after the antiretroviral therapy was associated
with a repopulation of CD4+ T cells that were mainly of thymic origin. In addition, IL-7
seems to be implicated in the homeostatic mechanism that activates the thymic production
of these CD4+ T cells. The thymic repopulation may allow the reconstitution of the
repertoire of specificities of this population and might be associated with the preservation
of diverse immunological parameters. The thymic repopulation of CD4+ T cells observed
in children was associated with a preservation of HIV-specific memory CD4+ T cells that
could confer protective immunity against HIV.

These results provide a better understanding of the HIV-infection in children and
propose a rational for enhancing thymic output as a mechanism to restore the immune

system and to control the infection.

Xvi
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Introduccion

1.1 El virus de la Inmunodeficiencia Humana. Epidemiologia del SIDA.

El Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (sida) fue reconocido como nueva
enfermedad por primera vez en Estados Unidos, cuando comenzaron a aparecer en New
York, Los Angeles y San Francisco hombres jovenes homosexuales con neumonia por
Pneumocistis Carinii y sarcoma de Kaposi. La primera referencia en la literatura médica
que alertaba al mundo de este nuevo sindrome de inmunodeficiencia aparecié en Junio de
1981 y describia la aparicion de neumonia por Pneumocistis Carinii en 5 hombres
homosexuales en Los Angeles [1, 2]. Nuevos casos con un sindrome similar aparecieron
entre usuarios de drogas por via parenteral, hemofilicos y personas que habian recibido una
transfusion, y en septiembre de 1982 el “Center for Disease Control and Prevention”
(CDC) publico la definicion de la enfermedad utilizando la actual designacion de AIDS
(Adquired Immuno Deficience Syndrome) [3]. Andlisis posteriores de muestras congeladas
de suero y tejidos permitieron identificar individuos VIH positivos ya desde el afio 1959
[4]. El hecho de que la mayoria de los primeros casos fueran hombres homosexuales y
usuarios de drogas inyectadas sugirid que el sida era causado por un agente que se
transmitia por via sexual y que podia encontrarse en sangre periférica. El virus causante de
la enfermedad fue aislado por primera vez en 1983 por Barre-Sinoussi del laboratorio de
Luc Montagnier [5] y en 1984 se encontraron suficientes evidencias de que este virus era el
responsable del sida [6, 7]. Finalmente, en 1986 el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus decidié designar al virus como human immunodeficiency virus (HIV), en espafiol
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Tras el descubrimiento a finales de 1986 por
el grupo de Montaignier de otro subtipo del virus en el oeste de Africa, el VIH-2 [8], el

virus inicial adopt6 su denominacion definitiva de VIH-1.

1.1.1 Estructura del VIH

El VIH es un Lentivirus de la familia Retroviridae. Los lentivirus han sido aislados
en diferentes especies animales y se caracterizan por producir patologias de evolucion lenta
que se pueden agrupar en tres tipos de sindromes: neuroldgicos, autoinmunes y de

inmunodeficiencia [9].
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El virion del VIH, es una particula esférica de 80 a 110 nanémetros, constituida por
una envuelta lipido-proteica y una nucleocdpside de forma cénica denominada core, en
cuyo interior se encuentra el material genético y las enzimas necesarias para el ciclo viral
[10]. La envuelta esta formada por una bicapa fosfolipidica derivada de la célula huésped.
Asociada a la bicapa hay dos glicoproteinas virales: gpl20, proteina trimérica que
sobresale hacia el exterior y permanece unida no covalentemente a la proteina gp41 que se
encuentra anclada a la bicapa lipidica por una region transmembrana. En la parte interna de
la membrana se encuentra la proteina p17 (Figura 1). La proteina p24 es el componente
principal del nucleo, que recubre la nucleocapside. Esta contiene dos copias del genoma
viral que estan recubiertas por la proteina p9, una molécula de ARN transferente que actiia
como cebador en la iniciacion de las sintesis del DNA viral, la retro-transcriptasa, la

proteasa y la proteina p6 [11].

& pl7
Q2 pad
-2
pl HLA
= Clags I

8 Progease
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Figura l. Estructura del VIH-1 o Virus de la Inmunodeficiencia Humana. El
viriobn consta de una envuelta lipido-proteica y una nucleocépside de forma

cOnica.
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El 4cido nucleico del VIH estd constituido por dos cadenas idénticas de ARN
monocatenario de polaridad positiva. Su genoma tiene una longitud de 9,8 Kb y esta
formado por tres genes estructurales y siete genes reguladores. Ademas, en su forma de
provirus, el genoma viral se encuentra flanqueado por unas secuencias repetidas largas
(LTR Long Terminal Repeat) que le permiten la integracion en el genoma celular, y en las
que se localizan los elementos reguladores de iniciacion de la transcripcion viral [12]

(Figura 2).

N

5’ LTR rev

WD

Figura 2. Organizacion genomica del VIH-1

Los tres genes estructurales, comunes a todos los retrovirus se denominan gag, pol y
env, que codifican para las proteinas respectivas correspondientes a los antigenos internos,
las enzimas (polimerasas) y la envuelta (Tabla 1). Los genes reguladores, entre otras
funciones regulan la latencia o expresion del material genético viral integrado en el

material celular (provirus) y se denominan: tat, rev, vpr, vif, vpu, nef y vpt (Tabla 1).
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Gen Proteina P.M. (kD) ‘ Funcion
Env gpl160 160 Precursor preproteico
gpl20 120 Proteina de la envuelta viral
Interaccion con el receptor CD4
gp4l 41 Fusion de membranas
Gag pS5 55 Precursor preproteico
p24 24/25 Proteina de la nucleocapside
pl7 17 Proteina de la matriz
p9 9 Ribonucleoproteina
po 6 Ribonucleoproteina, esencial para
la encapsidacion viral
Pol Transcriptasa | 63 Retrotranscripcion. Actividad
inversa RNAsa H
Integrasa 11 Integracion
Proteasa 15 Procesamiento postransduccional
de las proteinas virales
Tat Tat 14 Transactivador
Rev Rev 19 Regulador del transporte y
procesamiento del mRNA
Nef Nef 27 Regulacion negativa de CD4 y
HLA I. Aumento de la infectividad
viral. Incremento de la
retrotranscripcion
Vif Vif 23 Aumenta la infectividad viral
Vpr Vpr 18 Transactivador viral. Induccion de
apoptosis. Transporte del complejo
de preintegracion
Vpu Vpu 15 Aumenta la liberacion de viriones
Tev Tev 26 Activador de tat y rev

Tabla 1.

1.1.2 Ciclo de la infeccion

Genes del VIH y proteinas que codifican [13].

El ciclo biologico del VIH se inicia con su entrada en la célula diana mediante la

interaccion entre la gp120 y la molécula CD4 presente los linfocitos T “colaboradores” y

en células de estirpe mononuclear-fagocitica, lo que determina el tropismo viral por estos

tipos celulares [14, 15]. Ademads se requiere la interaccion del VIH con alglin receptor de

quimiocinas que actuaria también como correceptor del VIH, siendo los mas conocidos

CCRS5 y CXCR4 [16, 17]. Se han descrito también variantes virales capaces de unirse a

CCR2, CCR3 o capaces de entrar en la célula a través de multiples correceptores [18].
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La unién de CD4 a gp120 provocaria cambios conformacionales en la envuelta viral
que permitirian la exposicion del dominio de interaccion de la gp120 con los receptores de
quimiocinas CCRS5 o CXCR4. La interaccion con estos correceptores provocaria nuevos
cambios conformacionales que expondrian el dominio N-terminal de la gp41, conduciendo
a la fusion de membranas e internalizacion de la nucleocépside viral.

Una vez que la nucleocépside penetra en la célula, se produce la retrotranscripcion de
una de las hebras de ARN viral por la enzima retro-transcriptasa (RT) transportada por el
propio virién [19]. Debido a la actividad DNA polimerasa y RNAsa de la RT, genera una
doble hebra de DNA duplicando los LTR, que se sitian en ambos extremos del genoma
viral. Este DNA es transportado al ntcleo y se integra al genoma celular por la accion de la
integrasa, constituyendo lo que se denomina provirus integrado. En el proceso de
transporte del DNA participan proteinas virales como Vpr y la proteina de la matriz p17
[20, 21], pero se ha demostrado que el proceso de retrotranscripcion e integracion no es
dependiente unicamente de factores virales, sino también de factores celulares inducidos en
el curso de procesos de activacion celular. De esta manera, en linfocitos T CD4+ en reposo
el genoma viral es retrotranscrito de forma incompleta, y no se produce la finalizacién de
la retrotranscripcion y la integracion a menos que la célula sea activada [22], constituyendo
un reservorio de DNA proviral no integrado susceptible de integracién y replicacion
cuando la célula sea activada.

El provirus integrado en el genoma de la célula diana puede permanecer latente
durante largos periodos de tiempo, puede replicarse de forma controlada, o bien
experimentar una replicacion masiva con el consiguiente efecto citopatico sobre la célula
infectada. La replicacion del VIH se inicia con la sintesis del RNA mensajero a partir del
DNA proviral integrado. Esta activacion transcripcional depende de factores celulares que
interaccionan con las secuencias reguladoras localizadas en el LTR viral [23]. El mRNA se
sintetiza en forma de un Unico transcrito que es transportado al citosol y procesado en
transcritos de distintos tamafios, que utilizando la maquinaria celular dan lugar a la
formacién de las proteinas virales en un proceso en el que es necesaria la accion de la
proteina viral Rev [24]. Las proteinas virales una vez sintetizadas son procesadas con la
participacion de Vif, Vpu y la proteasa viral, para finalmente ensamblarse constituyendo
las nuevas particulas virales que por gemacion abandonan la célula diana.

Mediante el analisis de la carga viral (CV) y la aplicacion de modelos matematicos,

se ha demostrado que en un sujeto infectado se producen diariamente del orden de 10° a
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10" particulas virales [25-27]. Esto supone que la vida media de un virién es de 0,3 dias y
la de un linfocito infectado en el que el VIH replica activamente de 1,2 dias. Globalmente
se ha calculado que cada célula infectada produce entre 10° y 10° particulas virales (la
mayoria defectivas) [13]. Estas cifras indican que el VIH tiene una cinética de replicacion

muy agresiva, y superior a la de otros lentivirus.

1.1.3 Fenotipo viral v células diana del VIH

Las diferentes variantes del VIH muestran diferencias en sus propiedades bioldgicas,
tales como el tropismo celular, capacidad para inducir sincitios y cinética de replicacion, lo
que ha mostrado jugar un papel clave en la patogénesis del sida. La propagacion del VIH
en cultivo conlleva efectos citopaticos tanto en PBMCs como en lineas celulares
establecidas. El efecto citopatico se caracteriza por la presencia de sincitios, que son el

resultado de la fusion de al menos dos células (Figura 3).

Figura 3. Cultivo de PBMCs en presencia de cepas de VIH no formadoras de sincitios
(A) y formadoras de sincitios (B).
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Respecto a la cinética de replicacion se puede distinguir entre variantes del VIH con
crecimiento lento y bajo (slow/low) y/o variantes de crecimiento rapido y alto (rapid/high)
[28]. Los cultivos de los aislados virales con replicacion lenta/baja se caracterizan por no
inducir sincitios o presentar un nimero reducido de los mismos. Por el contrario, los
aislados con cinética rapida/alta dan lugar a la aparicion de numerosos sincitios en el
cultivo, siendo mas citopaticos. Basandose en estas propiedades, las variantes con cinética
lenta/baja son también denominadas no inductoras de sincitios (NSI), mientras que las
variantes con cinética rapida/alta son denominadas inductoras de sincitios (SI) [29, 30].
Los aislados SI replican facilmente en lineas celulares establecidas, mientras que los
aislados NSI no replican, o si lo hacen, es inicamente de forma transitoria [30, 31]. En la
historia natural de la infeccion, las variantes NSI son las que se encuentran en los primeros
estadios de la infeccion, mientras que las variantes SI suelen aparecer en estadios mas
avanzados y tiene valor pronoéstico del desarrollo de la enfermedad y declive del nimero de
linfocitos T CD4+. Se ha observado una reversion del fenotipo de SI a NSI con
determinados tratamientos antirretrovirales [32].

Las distintas cepas virales se van a caracterizar ademas por el uso de un correceptor u
otro en su entrada a la célula diana. De esta manera se ha comprobado que en la
transmision del virus se produce una seleccion de cepas que usan CCRS como correceptor
(cepas R5) que corresponde con aislados NSI [33]. Este fenomeno seria debido a que las
células dendriticas y de Langerhéns de la mucosa vaginal y rectal, que son las primeras
células diana de la infeccion en adultos, expresan Unicamente el receptor CCRS en
membrana mientras que el CXCR4 se encuentra internalizado [34]. El hecho de que las
células por las que entre el virus en el nuevo hospedador expresen CCRS explica que en la
primoinfeccion se seleccionen las variantes virales RS o NSI. En la mayoria de pacientes
estas cepas RS van siendo sustituidas por cepas que usan CXCR4 como receptor (cepas
X4) y que serian aislados SI, lo cual est4 asociado con progresion a sida [35].

El VIH también infecta in vitro a una gama amplia de células primarias y lineas
celulares establecidas que pueden o no expresar CD4 o correceptores del VIH [36, 37]. Se
ha demostrado que el VIH es capaz de infectar células neuronales [38] y células de
neuroblastoma [39], células de citotrofoblasto y lineas celulares trofoblasticas [40].
También se han encontrado aislados virales capaces de infectar linfocitos CD8+ a través de
dicho receptor y sin la presencia de correceptor CCR5 o CXCR4 [41]. El VIH también ha

demostrado ser capaz de infectar y destruir timocitos [42, 43] precursores de los linfocitos



Introduccion

T, afectando por tanto a la capacidad de regenerar los linfocitos T perdidos a causa de la

infeccion.

1.1.4 Curso clinico de la infeccion por el VIH

El curso clinico de la infeccion por el VIH incluye por lo general tres fases: a)
infeccion primaria, b) fase de latencia clinica, y c) la enfermedad de sida propiamente
dicha. Durante la infeccion primaria aparece un sindrome similar a una mononucleosis
aproximadamente de 3 a 6 semanas después de la infeccién [44]. En las primeras 2-8
semanas de infeccion se produce una caida significativa de linfocitos T CD4+ en periferia
[45]. Cuando el paciente pasa a la fase de latencia clinica estos niveles de CD4 pueden
recuperarse, pero normalmente no alcanzan los valores previos a la infeccion.

Se observa ademds una replicaciéon masiva del virus tras la tercera semana de
infeccion. Durante este periodo se detectan facilmente virus infectivos y proteinas virales
tanto en plasma como en fluido cerebro-espinal, y la cantidad de viriones varia entre 10° y
10" por mililitro de plasma [44, 46, 47]. Se ha comprobado que de 3 a 6 semanas después
de la infeccidon se detectan respuestas inmunes especificas frente al virus, que se asocian
con una caida de la viremia y de los niveles de antigenos virales en plasma [48-51]. La
caida de viremia en la infeccion primaria se ha asociado también a la aparicion de
linfocitos CTL especificos frente al VIH [52]. Las terapias antirretrovirales administradas
durante esta fase de infeccion primaria han mostrado incrementar los valores de linfocitos
T CD4+ y mejorar el curso clinico de la enfermedad en comparacion con pacientes que no
fueron tratados [53].

La mayoria (70-80%) de los individuos infectados, denominados como progresores
tipicos, experimentan tras la infeccion primaria un periodo de latencia clinica de entre 6 y 8
anos [54-56]. A pesar de la ausencia de sintomas la infeccion por el VIH continua activa,
como indica la persistencia de replicacion por parte del VIH y la progresiva caida de
linfocitos T CD4+ [55, 57-59]. Con respecto a la relacion entre sintomas clinicos y valores
de linfocitos T CD4+, se ha comprobado que los individuos que mantienen recuentos >
500 CD4 por mm’ permanecen por lo general libres de sintomas, que por el contrario si
son frecuentes en individuos con recuentos < 500 CD4/mm’. La progresion a la

enfermedad de sida se asocia a una caida de linfocitos T CD4+ por debajo de 200



Introduccion

CD4/mm’, que se caracteriza por la aparicién de sintomas persistentes y severos dada la
mayor susceptibilidad a infecciones oportunistas o neoplasias como consecuencia de la
caida de linfocitos T CD4+ [60].

Un 10-15% de los individuos infectados por el VIH, denominados progresores
répidos, experimentan una progresion a la enfermedad de sida inusualmente rapida a los 2
o 3 afos de la infeccion primaria (Figura 4) [61]. En estos pacientes, la disminucion de
carga viral durante la infeccion primaria puede no ser muy eficaz y la carga viral puede
aumentar muy rapidamente. Este control ineficaz del pico inicial de viremia y el rapido
incremento de la misma durante el primer o segundo afio de infeccidon refleja un control
ineficaz de la infeccion por parte del sistema inmune, como consecuencia de la aparicion
tardia de las respuestas inmunes primarias o la rapida desaparicion de ciertas funciones
inmunes observadas en estos progresores rapidos.

Los denominados no progresores a largo plazo o LTNP, constituyen un pequefio
porcentaje (menos del 5%) de individuos que no experimentan progresion de la
enfermedad durante largos periodos de tiempo (Figura 4) permaneciendo asintomaticos.
Estos pacientes tienen recuentos de linfocitos T CD4+ dentro del rango normal que se
mantienen estables por largos periodos de tiempo, también presentan valores bajos de
viremia, y muestran una funcidon inmune y arquitectura de los tejidos linfoides preservada
[54, 62-66].

Por ultimo existe un pequeiio porcentaje de individuos supervivientes a largo plazo,
que han experimentado una progresion a sida dentro del periodo de tiempo similar a los
progresores tipicos, pero tanto los parametros clinicos como de laboratorio, aunque
anormales, permanecen estables durante largos periodos de tiempo (Figura 4) [67]. Los
mecanismos viroldgicos o inmunoldgicos responsables de prevenir esta progresion no
estan muy claros. Cambios en el genotipo y/o fenotipo del virus, asi como la preservacion

de ciertas respuestas inmunes VIH-especificas podrian estar implicados.
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Figura 4. Representacion esquematica de diferentes cursos de la infeccion en adultos por
el VIH en base a la evolucion de la carga viral y el recuento de linfocitos T CD4+. Tomado

de Pantaleo et al. 1996 [68].

En nifios VIH+, los patrones de evolucion de la enfermedad son distintos a los

descritos en adultos (Figura 5).

% Células T CD4+ Carga Viral
— NP —NP
e PR = PR
— PL — PL
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Figura 5. Representacion esquematica de diferentes cursos de la infeccion en nifios por el
VIH en base a la evolucién de la carga viral y el recuento de linfocitos T CD4+. NP: no

progresores; PR: progresores rapidos; PL: progresores lentos.
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Probablemente debido a que el curso natural de la infeccion por el VIH en nifios
presenta caracteristicas diferenciales, los sintomas relacionados a la infeccién raramente
aparecen al nacer pero se desarrollan en los meses o afios siguientes [69, 70]. Antes de la
aparicion de la terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART), aproximadamente un 25%
de los nifios progresaban rapidamente a sida o fallecian en el primer afio de vida [69-72].
En los nifios restantes la infeccion progresaba mas lentamente, con alguna esperanza de
sobrevivir durante la infancia [73]. La proporcion de nifios que presentaban una progresion
rapida de la enfermedad era mayor que en adultos. Esto podria ser debido al grado de
inmadurez de los nifios al adquirir la infeccion, la dosis infectiva de virus y la ruta de
transmision. La menor capacidad de los linfocitos T en el neonato de producir citocinas
como [FN-y, IL-3, [L-4 y TNF, podrian limitar el desarrollo de las respuestas humorales y
celulares apropiadas. Ademas, los nifios infectados por el VIH se exponen por primera vez
a patogenos oportunistas, y esta respuesta primaria es menos efectiva que la respuesta
secundaria que se desencadena en individuos adultos. Por todos estos factores, la infeccion
en nifos por el VIH ha sido y es mas agresiva y de curso mas rapido que en adultos [10,
74]. Los valores de carga viral son superiores a los observados en adultos y la caida de
CD4 es mas marcada (Figura 6), lo que se ha asociado con una menor esperanza de vida en

los nifios.

CD4+ en nifios

\ Carga viral en nifios

CD4+ en adultos

Carga viral en adultos

0 12 meses 5 afios

Tiempo tras la infeccion

Figura 6. Comparacion del curso tipico de la infeccion por el VIH entre adultos y nifios

durante los primeros afos tras la infeccion.
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1.1.5 Mecanismos de transmision

El VIH se transmite principalmente por tres vias: sexual (homosexual o
heterosexual), parenteral (por intercambio de jeringuillas contaminadas entre drogadictos o
por transfusiones de sangre infectada) y vertical (materno-fetal). La transmision de madre a
hijo puede acontecer en tres momentos diferentes: a) Transmision prenatal, intrautero o
transplacentaria; b) Transmision intraparto o perinatal y c) Transmision postnatal o

posparto, que se discutird con mas detalle en el apartado 1.3.

1.1.6 Epidemiologia

1.1.6.1 Epidemia Mundial

Desde que en 1981 se detectaron los primeros casos de sida en los EE.UU., las
caracteristicas y patrones de esta epidemia en el mundo han sufrido cambios muy
importantes. Inicialmente se describieron casos en Norteamérica, el centro de Africa y
Europa Occidental, y a partir de entonces, la epidemia del VIH se ha ido extendiendo a
todos los continentes en mayor o menor medida. Aunque la transmision parenteral ha
tenido importancia en algunos lugares [75], a nivel mundial predomina el
comportamiento del sida como una enfermedad de transmision sexual [76].

Segtin los datos actualizados a Diciembre del 2003 de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y ONUSIDA, actualmente el nimero de personas infectadas por el
VIH en el mundo es de 40 millones (con un margen de variacion de esta estimacion
entre 34 — 46 millones), de los que 37 millones son adultos y 2,5 millones son nifios
(menores de 15 afios). En cuanto a la distribucion por regiones del nimero de personas
que viven con el VIH/sida a finales del 2003, el Africa subsahariana es la zona mas
afectada con una prevalencia en la poblacion del 7,5 — 8,5 %, seguida de Asia
meridional y sudoriental con una prevalencia de 0,4 — 0,8 %.

En el afio 2003 se han producido un total de 5 millones de nuevas infecciones
(4,2 millones en adultos y 700.000 en nifios). Se estima que se han producido cerca de
14000 nuevas infecciones al dia, de las cuales cerca de 2000 se han dado en menores

de 15 anos. En adultos (entre 15 y 49 afios) casi el 50% de las nuevas infecciones se
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han producido en mujeres y el 50% se han dado entre jovenes de entre 15 y 24 afios. El
numero de fallecidos por sida en el 2003 es de 3 millones de personas de las que 2,5
millones fueron adultos y 500.000 fueron nifios menores de 15 afios. Tanto en adultos
como en nifios mas de 2/3 de las muertes por sida se dieron en la region de Africa
subsahariana.

La principal via de adquisicion del VIH en la infancia es la via vertical, en la que
los nifios adquieren el virus a través de sus madres infectadas. Por este motivo la
infeccion infantil estd intimamente ligada con la infeccion en mujeres en edad fértil. Es
del maximo interés, pensando en el futuro del sida infantil, conocer cual es la situacion
de las mujeres respecto a la infeccion por el VIH. Las estimaciones de ONUSIDA en el
afio 2002 cifraban en 18,5 millones las mujeres infectadas con edades comprendidas
entre 15 y 49 afios, de las cuales, 15 millones pertenecian al Africa subsahariana. La
OMS estima que el sida a causado 3,1 millones de defunciones en nifios desde el
comienzo de la epidemia y la epidemia de sida ha dejado un total de 14 millones de
huérfanos (nifos que han perdido a su madre o a ambos padres por causa del sida antes
de cumplir los 15 anos de edad). Segin un informe publicado conjuntamente en el afio
2002 por UNICEF y la Secretaria de ONUSIDA, los huérfanos por sida, en
comparacion con los huérfanos por otras causas, tienen un mayor riesgo de

malnutricion, enfermedad, malos tratos y explotacion sexual.

1.1.6.2 Epidemia en Espafia

Desde que aparecio el primer caso de sida en Espafia en 1981, el numero de casos
nuevos ha ido aumentando afo tras afio, hasta convertirse en un problema de salud
publica de primera magnitud. Los estudios de seroprevalencia del VIH en hombres
homosexuales y bisexuales reflejaron un rdpido ascenso de la infeccion durante la
primera mitad de los afios 80, alcanzandose en algunas ciudades tasas superiores al
20% [77]. Estudios posteriores han detectado una inflexion en esta tendencia. E1 VIH
también se extendié con rapidez durante los afos ochenta en un colectivo numeroso de
usuarios de drogas inyectadas (UDI), y desde muy pronto la inyeccion de drogas se
convirti6 en el principal factor de riesgo para el VIH en Espafia. Sin embargo en los
ultimos afios se observa un claro descenso de la seroprevalencia del VIH en UDI y esta

adquiriendo importancia la transmision sexual del virus. Segin los ultimos datos
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aportados por el Centro Nacional de Epidemiologia actualizados hasta Junio de 2003,
se estima que en el afio 2002 se diagnosticaron en Espafia 2329 casos de sida y la tasa
se sitia en 57 casos por millén de habitantes. Durante los primeros 6 meses de 2003 se
estima que se diagnosticaron 1151 casos nuevos, lo que supone un descenso del 11%
respecto al mismo periodo del afo anterior. Desde 1996, con la introduccion de la
HAART, se produjo un rapido descenso en la incidencia de casos de sida, que en cinco
afios se redujo mas de un 60%. El predominio de los varones 78,6% sobre las mujeres
21,4% se mantiene aunque en el afio 1993 era de 80,8% y 19,2% respectivamente.

En 1982 se detectd el primer caso de sida pediatrico en Espafia en un nifio
hemofilico, y en 1984 el primer caso de sida por transmision madre-hijo [78]. Desde
entonces el nimero de casos nuevos de sida en nifios ha ido aumentando hasta alcanzar
el méximo en 1988. La incidencia se redujo a la mitad en el afio 1995, y el descenso
mas pronunciado se produjo en 1996 con motivo de la recomendacion del tratamiento
con zidovudina a las embarazadas infectadas por el VIH, tratamiento que se habia
demostrado muy eficaz en la reduccion de la tasa de transmision vertical del VIH [79].
Desde el afio 2000 la incidencia de sida de transmision madre-hijo se encuentra
estabilizada en torno a 10 casos nuevos anuales y en el afio 2003 no ha habido ninguna
transmision en la comunidad de Madrid. Esto destaca la importancia de mantener las
medidas especificas para prevenir la transmision madre-hijo.

El beneficio de las terapias antirretrovirales también se ha visto reflejado en un
incremento acusado en la esperanza de vida de los nifios infectados. En la actualidad,
practicamente la totalidad de los nifios VIH reciben tratamiento antirretroviral (Figura

7).
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Figura 7. Evolucion del porcentaje de nifios VIH tratados con terapia antirretroviral a lo

largo de la epidemia del sida en la comunidad de Madrid.

Espana es el pais europeo con mayor nimero de casos de sida (63.574 casos
acumulados desde 1981 hasta 2002). En el mismo periodo se han declarado 879 casos
por transmision vertical (93% de los casos de sida pediatrico), siendo el pais europeo
con mas casos de sida por transmision vertical. En el afio 2002 se declar6 1 caso nuevo
de sida por transmision vertical. Desde el ano 1981, el grupo de mujeres en el que se ha
declarado mas casos de sida es el que tiene edades comprendidas entre 20 y 39 afios
(9140 casos declarados), es decir, en edad fértil. El 71% de las mujeres habian
adquirido la infecciébn por ser usuarias de drogas inyectables, un 17% por via
heterosexual y el 12% restante desconocen la via de transmision. La via de contagio
heterosexual se ha incrementado de manera muy importante en los ultimos cuatro
afios, llegando a representar el 40% de la transmision a mujeres. En resumen, la
epidemia del sida por transmision vertical en Espafia es de una magnitud importante,
como refleja el hecho de que es el pais de Europa que ha registrado mas casos con esta

forma de transmision.
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1.2 Efectos Inmunoldgicos de la Infeccion por el VIH.

El principal efecto de la infeccion por el VIH en el organismo es una progresiva
perdida del namero de linfocitos T CD4+ en sangre periférica y en tejido linfoide [80]. Se
observan defectos funcionales en las células, que incluyen fallos en la proliferacion y en la
produccién de citocinas en respuesta a antigenos comunmente encontrados y anergia para
hipersensibilidad retardada en piel [81, 82]. Ademas de la profunda deficiencia inmune, el
VIH también induce un estado de activacion inmune cronica en los linfocitos T CD4+, T
CD8+ y monocitos [83, 84]. Este hecho limita la capacidad del huésped para proveer
defensas contra patégenos oportunistas, potenciando la propagacion del VIH ya que los

linfocitos T CD4+ activadas son mas permisivos a la replicacion del virus.

1.2.1 Efecto de la infeccidon por el VIH sobre linfocitos T CD4+

Las infecciones oportunistas son principalmente debidas a defectos en nimero y
funcionalidad de linfocitos T CD4+, como resultado directo o indirecto de la infeccidén por
el VIH. Los efectos directos incluyen infeccion y citotoxicidad con pérdida de linfocitos T
CD4+. Los efectos indirectos incluyen disminucién de la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T CD4+, desregulacion y disminucion de la produccion de IL-2 y otras citocinas,
disminucion de la expresion del receptor de IL-2, y formacion de colonias defectivas y
otras alteraciones a nivel de precursores como la infeccion de células progenitoras CD34+
de la médula 6sea y timocitos. Estos defectos pueden contribuir a la falta de reconstitucion
o recuperacion de linfocitos T en fases mas tardias de la enfermedad [85, 86].

Las anormalidades en los linfocitos T CD4+ comienzan con una pérdida de la
respuesta a antigenos de recuerdo como el toxoide tetanico, y disminucion de la
produccion de IL-2, seguida de defectos en la respuesta proliferativa de los linfocitos T a
aloantigenos. Seguidamente, con la caida constante de linfocitos T CD4+, aparecen
defectos en la respuesta a estimulos mitogénicos [87].

La infeccion por el VIH se caracteriza por una inversion del cociente de linfocitos T
CD4+/CD8+. Hasta las fases muy tardias de la enfermedad, el niimero total de células T
CD3+ permanece relativamente constante con un aumento de linfocitos T CD8+ que

contrapesan la pérdida de linfocitos T CD4+ [88]. Este fenomeno se ha llamado
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homeostasis de linfocitos T y se ha observado en otras enfermedades [89]. En las fases mas
tardias de la enfermedad, los defectos en la linfopoiesis producen una incapacidad para
mantener la homeostasis de linfocitos T, produciéndose una pérdida subsiguiente de ambos
tipos celulares CD4+ y CD8+.

Los mecanismos responsables de los defectos de los linfocitos T CD4+ soélo se
entienden parcialmente. Se ha demostrado la accion de proteinas virales para alterar
funcién de los linfocitos T directamente, como la proteina gp41 que inhibe la proliferacion
frente a mitdgenos en PBMCs. La interaccion entre la gp120 y la molécula CD4 prima un
estado de activacion celular alterada en el que una segunda activacion conduce a la
apoptosis de la célula. La apoptosis se puede inducir in vitro con anticuerpos anti-CD4 que
forman entrecruzamientos como las proteinas del VIH en individuos sanos, pero este
efecto puede ser superado a través de uniones cruzadas con CD28 o CD2. Ademas, las
células de los individuos VIH+ pueden ser anérgicas y pueden sufrir apoptosis en respuesta
a entrecruzamientos de CD4 mas rapidamente que las células de individuos no VIH.

Los linfocitos T CD4+ de los individuos VIH+ manifiestan una variedad de
anormalidades fenotipicas. El porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan CD2S8,
ligando para B-7, es menor que el que presentan los individuos no infectados [90].
Ademas, las células CD28- no responden a sefales de activacion como a los anticuerpos
anti-CD3 o mitégenos y expresan marcadores de activacion como HLA-DR, CD38 y
CD45RO [91]. En los individuos VIH+ se observa un aumento de linfocitos de memoria
CD45RO+ y una pérdida de linfocitos virgen CD45RA+, siendo los linfocitos T
CD4+CD45RO+ la principal fuente de replicacion del VIH in vivo y produciendo mayor
replicacion del VIH in vitro que los linfocitos T CD4+CD45RA+ [92].

1.2.2 Efecto de la infeccion por el VIH sobre linfocitos T CD8+

El porcentaje o nimero absoluto de linfocitos T CD8+ varian a lo largo del curso de
la enfermedad por el VIH. Después de la infeccién aguda, se observa un incremento de
linfocitos T CD8+ por encima de los valores descritos en la poblacion no VIH, que puede
permanecer elevado por un periodo prolongado [93]. Este aumento de linfocitos T CD8+
durante todo el periodo de infeccion, menos en la fase tardia de la enfermedad, puede

reflejar la expansion de linfocitos T citotoxicos (CTLs) CD8+ VIH-especificas [94].
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Durante la progresion de la enfermedad, los linfocitos T CD8+ tienen un fenotipo
anormal caracterizado por la expresion de ciertos marcadores de activacion y la ausencia
de expresion del receptor de IL-2. Las alteraciones en el fenotipo de los linfocitos T CD8+
en individuos VIH+ tienen importancia en el prondstico [93, 95]. Asi, individuos con
linfocitos T CD8+ que expresen HLA-DR pero no CD38 después de la seroconversion
experimentan una estabilizacion del namero de linfocitos T CD4+ y un curso de la
enfermedad mas lento. Por el contrario, en los individuos con linfocitos T CD8+ que
expresan HLA-DR y CD38 se observa una rapida disminucion del namero de linfocitos T
CD4+ y peor prondstico, progresando rapidamente a sida [96-98]. También en estos
individuos se observa un aumento de linfocitos T CD8+/CD28- [99] que reflejan la
expansion del subconjunto de linfocito T CD8+/CD28—/CD57+ que contiene posiblemente
a las CTLs activas. La pérdida de actividad CTL con la progresion de la enfermedad no se
restringe a CTLs VIH-especificas, sino que también ha sido observada una pérdida de
actividad citotoxica a otros antigenos comunes, incluso el virus de Epstein-Barr y la
tuberculosis por Mycobacterium tuberculosis [100].

Ademas, durante la progresion de la enfermedad, se dafian otras funciones de los
linfocitos T CD8+, como la pérdida de actividad no citolitica no restringida por el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que produce supresion del VIH; también
se observa una disminucion en la liberacion de factores celulares de supresion antiviral;
pero en contraposicion, no se observa disminucion de las quimiocinas MIP-1a, MIP-183 y

RANTES [101-103].

1.2.3 Efecto de la infeccién por el VIH sobre células B

El nimero de células B circulantes puede disminuir durante la infeccion primaria por
el VIH [104]; sin embargo, es un fendmeno normalmente transitorio que probablemente
refleje una redistribucion de las células B en los tejidos linfoides. Tras la infeccion aguda,
se produce hipergammaglobulinemia e hiperactivacion de las células B, conduciendo a un
aumento de las distintas clases de inmunoglobulinas, sugiriéndose que una mayoria de
c¢lulas B activadas producen anticuerpos frente el VIH durante esta fase de la infeccion
[105]. Por otra parte, la capacidad de respuesta de las células B a antigenos polisacaridos

es reducida, probablemente debido en parte a la pérdida de linfocitos T CD4+, siendo en
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parte responsable del aumento de ciertas infecciones bacterianas observadas en fases
avanzadas de la enfermedad en individuos adultos, y estando asociada con la mortalidad
causada por infecciones bacterianas en nifios VIH+.

Ademas, las células B de los individuos VIH+ secretan cantidades elevadas de TNF-
a e IL-6, citocinas que pueden inducir la replicacion del VIH en los linfocitos T CD4+
infectadas [106].

Asi, en varios estudios, se ha descrito un aumento global de las concentraciones de
IgE en individuos VIH+, que aumentan con la progresion de la enfermedad [107]
probablemente reflejen un trastorno regulador [108]. Aunque se desconocen los
mecanismos implicados, se podria incluir hiperactivacion de células B y desregulacion de
citocinas. También se ha encontrado una asociacidon entre concentraciones elevadas de IgE
y emergencia de aislados virales SI/X4 [109]. En nifios infectados por el VIH, se ha
identificado una poblacion de células B que no expresa CD23 (receptor de IgE) ni CD62L

(L-selectina) que podrian estar implicadas en la desregulacion de la IgE [110].
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1.3 Transmision Vertical del VIH. Infeccion Pediatrica.

La transmision vertical del VIH ha experimentado un importante cambio en los
ultimos afios con la introduccion de la HAART durante el embarazo y con tratamiento

antirretroviral durante las primeras semanas de vida del recién nacido [79].

1.3.1 Factores asociados a la transmision vertical del VIH

Los factores asociados a la transmision vertical del VIH son multiples: factores
maternos, virales, placentarios, fetales, obstétricos, neonatales y asociados a la lactancia
(Tabla 2), pero se desconoce si existen otros factores o la influencia cuantitativa de los

descritos anteriormente.

21



Introduccion

Factores maternos

Categoria clinica e inmunologica
CV elevada.

Determinado fenotipo viral
Tropismo celular

Cinética de replicacion

Capacidad citopatica
Caracteristicas del genotipo viral
Respuesta especifica frente al VIH

Factores placentarios

e Susceptibilidad de las células de placenta al VIH
e Desarrollo de la placenta
¢ Integridad de la placenta

Factores fetales

Edad gestacional en el momento de la exposicion
Respuesta inmunitaria del feto

Susceptibilidad de las células a la infeccion por el VIH
Factores genéticos (HLA)

Factores obstétricos

Tipo de parto (cesarea/vaginal)
e Monitorizacion invasiva
e Manipulacion postnatal inmediata del recién nacido

Factores neonatales

e Integridad de las mucosas y de la piel
e Integridad de la respuesta inmunitaria
e Madurez gastrointestinal

Factores asociados a la lactancia materna

e Valor y duracion de la CV en la leche
e Ausencia de mecanismos protectores de la infeccion
e Inmunidad especifica local frente al VIH

Tabla 2. Factores asociados a la transmision vertical del VIH.
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1.3.2 Tipos de transmision vertical del VIH

Debido a la informacion que aportan las técnicas de diagndstico (PCR o cultivo), se
puede determinar el momento en que se infecta el nifio por transmision vertical en la
historia natural de la infeccion. Aproximadamente entre un 10-30% de los nifios se infectan
antes del parto (infeccion prenatal o intrauterina). El restante 70% de nifios se puede
infectar durante el parto (infeccion intraparto o perinatal) [71, 111-113]. También existe un
pequeno porcentaje de nifios que se infectan durante la lactancia, al transmitirse el VIH a
través de la leche materna, por lo que en los paises desarrollados estd contraindicada la

lactancia materna.

1.3.2.1 Infeccion prenatal o intrauterina

Se suele dar en nifios con manifestaciones clinicas precoces de la infeccion por el
VIH o con infecciones oportunistas definitorias de sida [114] y mas del 80% de estos
nifios fallecen antes de los dos anos de vida [35]. Asi, parece que la infeccion viral
sigue un patron llamado de infeccion precoz y de evolucion rapidamente progresiva
[69, 115]. Estos nifios se infectaron intra-Utero en fases precoces del embarazo,
momento en que el timo y el sistema inmunolodgico del feto son atin muy inmaduros y
no pueden llegar a desarrollarse adecuadamente al verse infectados por el VIH [116,
117]. Ademas, se considera que la infeccion es intrauterina cuando los estudios directos
de deteccion del VIH (PCR y/o cultivo del VIH) son positivos antes de las 48 horas de
vida [79, 111, 113, 118-120].

1.3.2.2 Infeccion intraparto o perinatal

Estos niflos no presentan signos o sintomas clinicos al nacer, con un tiempo
medio de evolucion a sida de 5 afios [73, 121-123]. En el caso de infeccion intraparto,
las técnicas de deteccion directas del VIH (PCR y cultivo) dan resultados negativos
dentro de la primera semana de vida del recién nacido y resultados positivos entre los 7
y los 90 dias de vida en nuevas muestras analizadas [79, 120]. En este caso, el patron
seria de infeccion tardia y de evolucién mas lenta [69, 115]. Este grupo de nifios
corresponde a los nifios infectados al final de la gestacion o en el momento del parto.

Su sistema inmune, aunque inmaduro y virgen, es capaz de iniciar una respuesta frente
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al VIH que les permite durante meses o afios convivir con la infeccion, lo que se
traduce en una mayor supervivencia.

El VIH también se puede transmitir durante la lactancia materna (transmision
postnatal o posparto) [111, 124]. Por lo tanto, se debe desaconsejar la lactancia a
mujeres VIH+. No obstante, en los paises en vias de desarrollo, la morbilidad y
mortalidad que representa la contraindicacion de la lactancia materna son muy

superiores al riesgo adicional que tienen los nifios de infectarse por el VIH.

Las caracteristicas inmunologicas, viroldgicas y clinicas de estos dos tipos de
patrones de infeccion indican que la infeccion se ha producido en distintos momentos
durante la maduracion fetal, y por tanto de la maduracion inmunoldgica [125, 126]. En dos
extensos estudios de cohortes, la progresion a sida se estim6 en un 19% durante el primer
afio de vida, descendiendo posteriormente a un 4,5% por afo, indicando que el mayor

riesgo de progresion sucede en el primer afio de vida [127, 128].

1.3.3 Marcadores predictivos de la infeccidén pediatrica por el VIH

1.3.3.1 Recuento de linfocitos T CD4+

La interpretacion clinica del nimero de linfocitos T CD4+ en los nifios debe
realizarse en funcién de la edad. El nimero y porcentaje de linfocitos T CD4+ en niflos
no VIH son mayores que en adultos, igualdndose a los valores del adulto a partir de los
6 afios de vida [114, 129]. El CDC ha desarrollado un sistema especifico para clasificar
el nivel de inmunosupresion en los nifos, segun el numero y porcentaje de linfocitos T
CD4+ (Tabla 3). Aunque el nimero absoluto de linfocitos T CD4+ varia segtn la edad,
el porcentaje de linfocitos T CD4+ que define cada categoria inmunologica no lo hace
[78]. Por ello, la variacion en el porcentaje de linfocitos T CD4+ puede considerarse un
mejor marcador de progresion de la enfermedad en nifios que el nimero absoluto [130].
En nifos y adultos infectados, el recuento de linfocitos T CD4+ es un marcador
prondstico [131].

El nimero y porcentaje de linfocitos T CD4+ se utilizan, junto con otras

medidas, para tomar decisiones sobre tratamientos antirretrovirales. Sin embargo, la
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cuantificacion de linfocitos T CD4+ presenta una gran variacion intrapaciente, siendo
menor cuando los pacientes estan clinicamente estables. Por tanto, es aconsejable no
realizar modificaciones en la terapia por cambios en los valores de linfocitos T CD4+
hasta confirmarlo en una segunda determinacién, con un minimo de 1 semana entre

ambas.

Valores de linfocitos T CD4+ en Nifios segun Edad ‘

Categoria <12 meses 1-5 afios 6-12 afios
inmunoldgica Jul %

1: Sin inmunosupresion | >1.500 >25 >1.000 >25 >500 >25

2: Inmunosupresion 7011504 | 500-999 | 1524 | 200-499| 15-24
moderada 1.499
3: Inmunosupresion <750 <15 <500 <15 <200 <15
severa
Tabla 3. Categorias inmunolodgicas en nifios segin el recuento absoluto y relativo de

linfocitos T CD4+ sobre los linfocitos totales dependiendo del rango de edad.

1.3.3.2 Recuento de linfocitos T CD8+

En recién nacidos, el porcentaje de linfocitos T CD8+ aumenta con la edad,
aunque no en el mismo grado en que se produce la caida del porcentaje de linfocitos T
CD4+ [129]. Aunque se ha reconocido la importancia de los linfocitos T CD8+ en el
control de la infeccion por el VIH [132, 133] son pocos los estudios que han
examinado el valor prondstico del numero de linfocitos T CD8+ en sangre periférica en
individuos VIH+ [134-136], siendo nuestro grupo el que mas trabajos ha aportado
sobre el papel de este marcador en nifios VIH [93, 95, 137-139]. Un estudio de
seguimiento en pacientes hemofilicos adultos con infeccion por el VIH mostrd que el
aumento del numero absoluto de linfocitos T CD8+ predecia precozmente el descenso
de linfocitos T CD4+ y la progresion clinica de la infeccion por el VIH [134]. También
se ha encontrado que los linfocitos T CD8+ juegan un papel importante en la

prediccion de las alteraciones neurologicas [95, 140]. Ademas, se ha demostrado que el
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aumento de la subpoblacion de linfocitos T CD8 citotoxicos, se asocia en nifios, con
progresion mas lenta a sida [93, 141], mejor repuesta a tratamiento [142], y con mayor

supervivencia [143].

1.3.3.3 Carga viral plasmatica

Durante el periodo de infeccion primaria en adultos, la CV inicial se eleva para
después descender, coincidiendo con la respuesta inmune humoral y celular. Los
valores de CV descienden 2-3 logjy hasta alcanzar un valor bajo y estable,
aproximadamente a los 6-12 meses tras la infeccion aguda, reflejando el continuo
equilibrio entre produccion viral y eliminacion inmune [144-146]. Varios estudios en
adultos han indicado que una CV baja en el momento de la estabilizacion se asocia con
una progresion mas lenta y una mejor supervivencia, frente a aquellos individuos con
CV elevadas [147]. Sobre la base de dichos datos, se han elaborado recomendaciones
para la utilizacion de la CV en la toma de decisiones sobre el comienzo o cambio de
terapia antirretroviral (TAR) en adultos VIH+ [147], que son asi mismo aplicables a los
niflos mayores de 3 afios.

La CV en los nifios infectados verticalmente difiere de la de los adultos,
persistiendo elevada por un periodo prolongado [146, 148]. La CV es habitualmente
baja al nacer (<10.000 copias/ml, 4 logj), incrementandose a los 2 meses de vida (con
un rango que oscila desde indetectable hasta 10 millones de copias/ml, 7 logj) y
descendiendo lentamente en ausencia de TAR [149, 150]. Este descenso es mas
acusado durante los primeros 12-24 meses de vida (0,6 log;¢/afio), para pasar a ser mas
suave hasta aproximadamente los 4-5 afios de edad (0,3 log;¢/afo). El modelo descrito
refleja probablemente un sistema inmune inmaduro, menos eficaz para contener la
replicacion viral y posiblemente, con un niimero mayor de células susceptibles a la
infeccion por el VIH.

En nifios menores de 12 meses de edad, una CV >100.000 copias/ml (5 logio) se
correlaciona con progresion de la enfermedad y mortalidad, incrementandose esta
probabilidad si el porcentaje de linfocitos T CD4+ es <15% [93, 125]. Los datos de los
nifios con mas de 30 meses de edad son similares a los datos de estudios realizados en

adultos infectados, en los que el riesgo de progresion de la enfermedad aumenta
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sustancialmente cuando la CV es superior a 10.000-20.000 copias/ml (4-4,3 logio)
[147, 151].

A pesar de que estos datos indican que una CV alta se asocia con progresion de la
enfermedad, durante el primer afio de vida la interpretacion de su valor es dificil,
porque los valores de CV son altos y existe un marcado solapamiento entre los valores
de la CV de los nifios que van a progresar rapidamente a sida y aquellos que no [145,
148]. Los datos indican que los valores basales del porcentaje de linfocitos T CD4+ y
CV y los cambios en estos parametros ayudan a determinar el riesgo de mortalidad en
los nifios infectados, recomendandose el empleo de ambos marcadores conjuntamente
para predecir con mayor precision el prondstico de la infeccion [148, 150].

En la actualidad, la profilaxis con Zidovudina (ZDV) en el recién nacido durante
el parto y las siguientes cuatro semanas, hace que la CV sea mas baja. Ademas, una vez
que el nifo estd diagnosticado de infeccion por el VIH se le debe administrar el TAR
mas adecuado segun las caracteristicas genéticas de sus aislados virales para mantener
la CV indetectable [152], siendo en los nifios tratados de gran utilidad para su

seguimiento la CV y los valores de linfocitos T CD4+y T CD8&+.

1.3.3.4 Caracteristicas bioldgicas de los aislados virales

Durante la infeccion primaria, se detectan habitualmente aislados virales NSI/RS,
dado que el sistema inmune del paciente es capaz de controlar el crecimiento de las
cepas SI/X4. En el caso de los pacientes pediatricos, el porcentaje de aislados virales
SI/X4 encontrados durante las primeras semanas de vida es mayor que en adultos
[125]. La presencia y la persistencia de aislados con fenotipo SI/X4 tras la infeccion
primaria se asocia con una rapida disminucion de linfocitos T CD4+ y puede afectar al
curso posterior de la infeccion [93, 150]. El paso de aislados NSI/R5 a SI/X4 durante el
seguimiento se asocia con una caida brusca de linfocitos T CD4+ [31, 153], lo que
sugiere que estas variantes SI/X4 pueden estar directa o indirectamente implicadas en
los mecanismos desencadenantes de la deplecion de los linfocitos T CD4+.

Pocos estudios han correlacionado la evolucion clinica en nifos infectados
verticalmente con las caracteristicas del aislado viral [154, 155]. Datos de laboratorio
indican que en nifios sin tratamiento antirretroviral o en condiciones suboptimas, la

presencia de aislados virales con fenotipo SI/X4 y/o cinética R/A se asocia con
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progresion a sida [93, 125] y a muerte [156], sugiriendo que estas caracteristicas
biologicas del VIH tienen mayor poder predictivo que la CV en los nifios VIH+. Las
cepas SI/X4 suelen aparecer de un afio y medio a dos afios antes de la progresion a
sida. Actualmente, con los nuevos tratamientos antirretrovirales se empiezan a observar
cambios en la interpretacion de la correlacion entre cinética R/A y fenotipo SI y

cinética L/B y fenotipo NSI.
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1.4 Respuesta Inmunoldgica vy Mecanismos de Escape en la Infeccion por el
VIH.

La respuesta inmune frente a las infecciones virales abarca practicamente todos los
mecanismos efectores del sistema inmunologico [157]. Esta respuesta inmune engloba
respuestas especificas e inespecificas y pueden ser de tipo humoral o celular. La respuesta
inmunologica frente a las infecciones virales ha de ser completa, en el sentido de ser capaz
de neutralizar tanto las particulas virales solubles como de reconocer y destruir las células
infectadas por el virus. Asimismo, esta respuesta debe ser lo suficientemente amplia como
para evitar que la variabilidad antigénica permita al virus escapar del sistema inmune [158,

159].

1.4.1 Respuesta humoral

Inmunidad especifica. Los individuos VIH+ desarrollan una intensa respuesta de
antigenos dirigidos frente a practicamente todas las proteinas virales, normalmente entre 1
y 3 meses después de la infeccion [157, 160]. Sin embargo, muchos de los anticuerpos
generados frente al VIH van dirigidos a restos o debris de viriones y no tienen ningan
efecto antiviral [161]. Los primeros anticuerpos que se detectan son los dirigidos frente a
proteinas estructurales del VIH como p24 y pl7. Mas tarde, aparecen anticuerpos frente a
Env y Pol y frente a proteinas reguladoras y accesorias como Rev, Tat, Vpr, Vpu, Vif y Nef
[162]. Los anticuerpos que neutralizan el VIH antes de su entrada en las células,
denominados anticuerpos neutralizantes, van dirigidos principalmente a la envuelta del
VIH [163] y podrian tener un efecto antiviral in vivo. La mayoria de estos anticuerpos son
contra una region hipervariable de la subunidad gp120 de Env, el denominado loop V3.

El papel preciso de estos anticuerpos en el control del VIH en los individuos
infectados permanece incierto. En primer lugar, durante la fase aguda de la infeccion se
observa en los pacientes una marcada caida de la CV antes de que se detecten los
anticuerpos neutralizantes [52]. Por otro lado, no se observa una correlacion entre el hecho
de controlar la CV a largo plazo y la magnitud de la respuesta de anticuerpos neutralizantes

[164]. Por ultimo, si bien se ha observado que la inmunizacidn pasiva con anticuerpos es
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capaz de proteger en monos de la infeccion frente a aislados virales de laboratorio, se
requiere una alta concentracion de anticuerpos para que esta proteccion sea eficaz frente a
aislados primarios [165, 166].

Sin embargo, el VIH es capaz de eludir estas respuestas de anticuerpos gracias
principalmente a su alta tasa de mutacion que producen variaciones antigénicas que hacen
al virus resistente a estos anticuerpos [163, 167]. Ademas, la disposicion de los dominios
hipervariables (como V1 y V2) puede dificultar la accesibilidad por parte de los
anticuerpos a aquellas zonas de gp120 criticas para la entrada del virus [163]. También la
glicosilacion de la envuelta puede enmascarar epitopos importantes para el reconocimiento

por parte de los anticuerpos [168, 169].

Inmunidad inespecifica. Ademas de los anticuerpos, existen numerosos factores solubles
que son activos frente a la infeccion por el VIH. Los virus en general y el VIH en concreto,
son sensibles a la inhibicion por complemento. Los interferones también juegan un papel
antiviral frente al VIH y se ha demostrado en experimentos de terapia génica que la
expresion del gen del interferén beta induce resistencia a la infeccion en las células
transducidas [170]. Probablemente todos estos mecanismos de inmunidad inespecifica
representan una cierta barrera frente a la infeccion por el VIH, pero son insuficientes para

permitir un control eficaz de la replicacion viral.

1.4.2 Respuesta celular

En la infeccion por el VIH se produce una respuesta celular antiviral en las distintas
poblaciones: linfocitos T colaboradores, linfocitos T citotdxicos y células de estirpe

natural killer (NK).

Inmunidad especifica

1.4.2.1 Linfocitos T citotoxicos

Los individuos VIH+ desarrollan respuestas CTL especificas intensas frente a
genes estructurales y reguladores del VIH [94, 171, 172]. Asi, los linfocitos T CD8+

pueden controlar el VIH por al menos dos mecanismos diferentes [173]. En primer
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lugar, las células CTL especificas frente al virus pueden lisar las células infectadas al
reconocer péptidos virales unidos a moléculas MHC clase I en la superficie celular, y
eliminar estas células antes de que liberen nuevos viriones [174]. En segundo lugar, los
linfocitos T CD8+ pueden inhibir la replicacion del VIH al secretar f quimiocinas
como MIP-la, MIP-1B y RANTES, que se unen a correceptores para VIH en la
superficie de los linfocitos T CD4+ bloqueando la entrada del virus. Estas
quimiocinas se encuentran en los mismos granulos que contienen las proteinas
citoliticas y se liberan de manera antigeno especifica cuando las células CTL
encuentran su antigeno en el contexto HLA adecuado [175]. Ademads estas quimiocinas
también potencian la actividad citolitica de las células CTL, favoreciendo por tanto el
control del VIH por parte de los linfocitos T CD8+ [176].

La caida de viremia que se da en la fase aguda de la infeccion se correlaciona con
la aparicion de células CTL especificas frente al VIH [52, 177]. Ademas, las CTL
obtenidas de individuos VIH+ son capaces de inhibir in vitro la replicacion viral en
linfocitos T CD4+ autologas [174]. Por otro lado, en individuos infectados al transferir
CTL especificas frente al VIH se ha observado un reclutamiento de estas células en las
areas de infeccion del virus [178].

Sin embargo, se ha observado que en ausencia de linfocitos colaboradores (T
CD4+) algunas de estas células CTL especificas no son funcionales y no producen IFN-
v ni son capaces de lisar células infectadas [179]. También se han observados diversas
alteraciones en los linfocitos T CD8+ de individuos crénicamente infectados, como
ausencia de perforina o actividad citolitica disminuida [180], o alteraciones en la
maduracion de estas células que pueden afectar a la eficacia de estas respuestas in vivo

[181].

1.4.2.2 Linfocitos T CD4+

La principal consecuencia de la infeccion por el VIH es una progresiva deplecion
de los linfocitos T CD4+. La consecuencia mas dramatica en el repertorio inmune de
los individuos infectados es la ausencia selectiva de linfocitos colaboradores o helper
especificos frente al VIH que se asocia con la disminucién de actividad CTL. Este
hecho podria explicar porque el sistema inmunoldgico es incapaz de controlar el virus a

pesar de la presencia de CTL.

31



Introduccion

En individuos no progresores (LTNP) se han observado marcadas respuestas
linfoproliferativas frente a antigenos del VIH [182, 183] y se ha descrito que existe una
correlacion inversa entre estas respuestas linfoproliferativas y la CV. Los individuos
con las respuestas CD4 mas elevadas son los que tienen CV mas bajas, mientras que los
que tienen respuestas CD4 bajas tienen los valores mas altos de CV [183]. En estos
individuos, se observo una asociacion marcada entre las respuestas de linfocitos T
colaboradores y una mayor respuesta CTL [184]. También se ha observado que los
linfocitos T CD4+ especificos, determinados mediante la expresion intracelular de IFN-
v, persisten en individuos con infeccion cronica por el VIH [185], aunque la frecuencia
de estas células especificas es inferior en individuos con infeccion crénica que en
LTNP. Ademas, se ha observado que en pacientes con infeccion cronica la frecuencia
de linfocitos T CD4+ especificos frente al VIH es muy inferior a la de linfocitos
especificos frente a CMV [186].

En base a estos estudios y los realizados en otras infecciones virales, los
linfocitos T CD4+ parecen jugar un papel critico en el mantenimiento de una respuesta
inmune efectiva. La pérdida de control inmunolégico en individuos infectados por el
VIH podria deberse a la destruccion selectiva por parte del virus de esta poblacion de

linfocitos T CD4+.

Inmunidad inespecifica. En cuanto a los mecanismos de inmunidad celular no especificos
(no restringidos por el sistema HLA), se ha descrito la existencia de actividad de tipo
ADCC (citotoxidad celular anticuerpo-dependiente), asi como una actividad citotoxica

natural (NK) frente al VIH en individuos seropositivos [187, 188].

1.4.3 Evasion viral de la respuesta inmune

A pesar de que el VIH parece inducir una respuesta inmune vigorosa, en la mayoria
de los pacientes la replicacion viral persiste y termina por destruir el sistema inmunologico.
Los mecanismos por los que el VIH puede eludir al sistema inmunoloégico pueden ser
diversos [189-191]. Las caracteristicas de la envuelta del VIH pueden conferir resistencia a
la neutralizacion por anticuerpos. Por otro lado, la rdpida replicacion del virus y con una

alta tasa de errores produce mutaciones y variaciones antigénicas que permiten evadir las
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respuestas tanto celulares como humorales [192]. EI VIH también puede evadir la
respuesta CTL y NK por una inhibicion selectiva de los alelos MHC clase 1 [193-196].
Finalmente como ya se ha mencionado, el virus puede infectar y destruir directamente los

linfocitos T CD4+ especificos, afectando también a las respuestas CTL.

1.4.4 Terapias inmunoestimuladoras

Aunque las TAR han mostrado su eficacia disminuyendo la replicacion del VIH,
presentan limitaciones como son los efectos secundarios que ocasionan y la perdida de
eficacia tras la aparicion de resistencias. Por esta razon, es necesario encontrar nuevas
estrategias para tratar la infeccion por el VIH. Entre estas nuevas estrategias la
inmunoterapia es una prometedora alternativa que estd siendo estudiada para tratar la
infeccion. Este interés se basa en el hecho de que el sistema inmune es capaz de controlar
por si solo la mayoria de infecciones virales, incluyendo algunas que se establecen de
forma cronica en las personas infectadas. Ademads, se han hallado recientemente evidencias
de que el control inmunologico del VIH es posible en algunos individuos infectados. Estos
hallazgos hacen pensar que las terapias innovadoras dirigidas a potenciar las repuestas
frente al virus podrian conducir a un control a largo plazo por parte del sistema inmune de
esta infeccion, que es fatal en la mayoria de personas.

Las terapias inmunoestimuladoras pueden estar dirigidas a incrementar la inmunidad
de forma no especifica, o bien favorecer la inmunidad especifica frente al VIH. Las
estrategias que se han estudiado frente a la infeccion por el VIH son muchas [197]. Entre
ellas se encuentran la administracion de citocinas como IL-2 e IL-12, transferencia de
linfocitos T CD4+ y CTL, terapias con anticuerpos, vacunas terapéuticas de DNA o
utilizando vectores virales, terapia génica, inmunizacion con células dendriticas o
interrupciones estructuradas del tratamiento antirretroviral.

El tratamiento con IL-2 fue una de las primeras terapias inmunoestimuladoras en
ensayarse. Los ensayos clinicos mostraron que IL-2 incrementa el recuento de linfocitos T
CD4+ en individuos infectados por el VIH [198, 199]. Sin embargo, no esta claro si este
incremento se traduce o no en beneficios clinicos, lo que unido a la toxicidad de la IL-2

hace necesario realizar mas estudios en orden a clarificar estas cuestiones.
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El interés en las terapias con células dendriticas reside en que estas células estan
especializadas en capturar antigenos que pueden presentar a los linfocitos T pudiendo
generar respuestas antigeno especificas de linfocitos T CD4+ y CD8+ [200-202]. Por ello,
existe un gran interés en un posible uso de estas células dendriticas como adyuvantes de
inmunoégenos VIH como péptidos o proteinas completas.

La utilizacién de vectores virales ha mostrado expandir la inmunidad frente al VIH y
en animales experimentales ha demostrado tener un caracter protector frente a la infeccion
[203]. Estrategias que usan una inmunizacion por DNA seguida de vacunacion con virus
atenuados de vaccinia han mostrado ser capaces de controlar la viremia en macacos [204]
haciendo pensar que en humanos estas terapias inmunoestimuladoras también podrian

conducir a un control de la viremia.

1.4.5 Papel del timo en la reconstitucion inmune

Los linfocitos T se forman a partir de células precursoras que migran desde la
médula d6sea hasta el timo, donde estos precursores llamados timocitos, proliferan y se
diferencian en linfocitos T. En esta diferenciacion se producen cambios fenotipicos y el
reordenamiento de genes que dan lugar al receptor de la célula T (TCR) que permite el
reconocimiento antigénico. El timo es por tanto el 6rgano linfoide primario responsable de
la formacion de linfocitos T maduros y esta constituido por numerosos lobulos cada uno de
los cuales presenta dos zonas claramente diferenciadas, la corteza o cortex y otra zona mas
interna o médula timica.

El repertorio TCR se establece en las primeras etapas de vida y se estima que
contiene alrededor de 10° especificidades distintas. Las células formadas en el timo
colonizan el sistema inmunoldgico periférico como linfocitos T virgen o naive. Tras la
respuesta inmune, en la cual los linfocitos T ejercen su papel colaborador (CD4+) o
citotoxico (CD8+), estas células mueren o se diferencian en linfocitos memoria. Dado que
los linfocitos T presentan una vida media muy prolongada, no era posible saber si el
repertorio TCR presente en un individuo de, por ejemplo, 70 anos ha sido generado
exclusivamente en su infancia o si ha habido una generacién continua de nuevo repertorio

a lo largo de su vida [205].
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En humanos, el timo estd completamente formado antes del nacimiento. El grado de
produccion de linfocitos T por el timo es maximo antes del periodo de pubertad, tras el
cual comienza a sufrir una involucion asociada a la edad que hizo pensar en un momento
determinado que en el adulto este 6rgano no era funcional [206-209]. Hasta la edad de 20
afios el timo presenta mas de un 80% de tejido linfoide. Debido a la involucion timica
asociada a la edad, esta proporcion disminuye paulatinamente por la infiltracion de tejido
no linfoide hasta alcanzar un porcentaje inferior del 5% de tejido linfoide a partir de la
edad de 40 afios [209]. Sin embargo, la reciente aparicion de un marcador que permite
analizar la produccion timica de nuevos linfocitos T ha permitido comprobar que, si bien la
funcion timica es muy inferior en la edad adulta, existe una pequena produccion de nuevos
linfocitos T incluso en personas cercanas a los 70 afios [210].

Este marcador proviene del mecanismo por el que se genera el repertorio TCR. En el
timo se forman dos tipos de linfocitos T: una mayoria que expresa un TCR formado por
cadenas o y P y una pequeia proporcion que expresan un TCR de cadenas y y . Todas
estas cadenas estdn codificadas por genes que se encuentran en los segmentos V, D y J
(variable, diversity y junctional respectivamente) que son reordenados durante el proceso
de maduracion del linfocito T en un proceso denominado recombinacion V(D)J [211].
Durante este proceso de recombinacion el locus TCR-6 es especificamente deleccionado en
todas los linfocitos T de tipo a-B, que tras la unidon de sus extremos, forma un DNA
circular extracromosémico denominado TRECs (TCR rearrangement excision circles)
[212-215]. Estos elementos circulares son estables, permanecen en los linfocitos T cuando
¢éstas pasan del timo a la periferia, no son duplicados durante el proceso de mitosis y son

por tanto diluidos en cada ciclo de division celular [215, 216] (Figura 8).
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Figura 8. Reordenamiento de genes V(D)J durante la formacion del TCR de tipo a-f. La
deleccion del locus TCR-6 seguida de la union de sus extremos conduce a la formacion de

los circulos de escision del TCR (TRECs). Imagen adaptada de Rodewald (1998) [205].

Las caracteristicas mencionadas de estos TRECs los convierten en buenos
marcadores de funcion timica, ya que su deteccion y cuantificacion en sangre periférica es
indicativa de la produccion timica de nuevos linfocitos T [210]. La deteccion de estos
elementos en linfocitos T o-B naive o virgenes, pero no en linfocitos memoria ni en
linfocitos de tipo y-0 confirma el caracter especifico de este marcador. Ademas se ha
comprobado que existe una correlacion inversa entre la edad y los valores de TRECs, en
clara concordancia con la involucién timica asociada a la edad. Los valores de TRECs en
un individuo de 35 afios son 5 veces inferiores a los observados en la infancia y a la edad
de 65 afios son del orden de 50 veces inferiores [210].

La principal consecuencia de la infeccion por el VIH es una destruccion masiva de
linfocitos T CD4 que conduce a una inmunodeficiencia severa. Por esta razon, la
recuperacion de la poblacion de linfocitos T es clave para evitar la progresion de la
enfermedad en estos pacientes. Gracias al uso de terapias antirretrovirales que disminuyen
de forma marcada la replicacion del virus se ha comprobado que es posible recuperar parte

de la poblaciéon CD4 deplecionada postulando una posible reconstitucion inmune [217-
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219]. Sin embargo, aunque se consiga normalizar el recuento de linfocitos T CD4+ se ha
visto que la restauracion fenotipica y funcional de estas células es incompleta [220]. Por
todo ello, uno de los objetivos mas importantes en el tratamiento de la infeccion por el VIH
es restaurar el sistema inmunologico con el fin de que éste sea capaz de controlar la
infeccion

El aumento de linfocitos T CD4+ observado tras la instauracion de terapias
antirretrovirales puede tener distinto origen: puede deberse a un aumento en la produccion
timica de nuevos linfocitos T, pero también puede darse por una redistribucion de células
retenidas en los organos linfoides que al disminuir la carga viral pasan a la periferia, o a
una expansion periférica de la células pre-existentes [218], e incluso por una reversion del
fenotipo de células memoria a células virgenes [221]. El origen de estas células va a ser
clave en el proceso de reconstitucion inmune, ya que una redistribucion o expansion
periférica s6lo aumentara el niimero de células de los clones que han sobrevivido a la
infeccion. Teniendo en cuenta que los linfocitos T CD4+ VIH-especificas son
preferentemente deplecionadas [222] y que por tanto estos clones especificos son los mas
susceptibles a desaparecer, la redistribucion o expansion periférica no permitirian la
recuperacion de estos clones y limitaria el repertorio de linfocitos T a las células memoria
que hayan sobrevivido a la infeccion, reduciendo la capacidad para responder a nuevos
antigenos [223-225]. Sin embargo, la produccion timica de nuevos linfocitos T si
permitiria recuperar el repertorio de especificidades incluyendo los linfocitos especificos
frente al VIH. Por todo ello, el timo puede jugar un papel clave en la reconstitucion
inmune, y este papel puede ser especialmente importante en los nifios infectados ya que
conservan la funcionalidad del timo y por tanto una mayor capacidad de regenerar las

células perdidas a causa de la infeccion.
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1.5 Terapias Antirretrovirales.

Los progresos recientes en el conocimiento de la patogénesis de la enfermedad por el
VIH combinados con el desarrollo de agentes antirretrovirales potentes, ha incrementado el
nimero de opciones de tratamientos antirretrovirales. Ademads, el conocimiento de la
capacidad del virus de producir viriones nuevos de forma continua en el tejido linfoide a lo
largo del curso de infeccion por el VIH, incluso durante la fase clinicamente latente [58], y
la alta tasa de replicacion viral [25, 27, 226] ha favorecido la utilizacion de regimenes de
terapias antirretrovirales combinada en las fases iniciales de la infeccion. La rapida tasa de
replicacién viral junto con la tasa alta de mutaciones incrementan la probabilidad de
aparicion de cepas mutantes resistentes a los fAirmacos antirretrovirales con los que esta en
contacto el virus si no se suprime completamente la replicacion viral [192]. Mas
recientemente, los ensayos clinicos han mostrado caidas de la CV en sangre periférica y en
tejido linfoide procedentes de individuos que fueron tratados con terapias combinadas que
incluia inhibidores de la proteasa [227-229].

Existen varios pasos en el ciclo biolégico del VIH que son diana de los agentes
antirretrovirales actualmente disponibles. La RT es una enzima de importancia capital en el
ciclo biolédgico de los retrovirus. Con anterioridad a la aparicion del sida, se habian descrito
algunos inhibidores de su funcidn, especialmente en retrovirus de animales. Los
inhibidores de la RT fueron los primeros agentes desarrollados para el tratamiento de la
infeccion por el VIH y siguen siendo componentes imprescindibles de los regimenes
terapéuticos anti-VIH. Existen tres grupos de farmacos con capacidad de inhibir la RT: los
anélogos de nucleosidos (ITIN), compuestos derivados de las bases puricas o pirimidinicas
que actuan como terminadores de cadena durante la sintesis del ADN viral al estar ausente
el extremo 3’-OH necesario para la elongacion de la cadena de ADN; analogos de
nucleotidos; y no analogos de nucledsidos (ITINN), que se unen directa y especificamente
ala RT de una forma no competitiva.

Los inhibidores de la proteasa (IP) del VIH actuan en otro punto del ciclo bioldgico
y se unen a la poliproteina precursora de Gag entre las posiciones de las proteinas p24 y
pl7, componentes del viridn y necesarias para la infectividad del virus [230], bloqueando
el proceso de maduracion del virion. La combinacion de agentes que pueden inhibir la

infeccion de novo de las células (es decir, inhibidores de RT) con agentes que llevan a la
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descarga defectiva de viriones no infectivos de células ya infectadas por el VIH (es decir,
inhibidores de la proteasa), dan como resultado una actividad antiviral potente; por esto,
los IP se han convertido rapidamente en farmacos de opcién para el tratamiento de
infeccion por el VIH en combinacion con inhibidores de la RT [231, 232].

También se han desarrollado farmacos que interfieren en la fusion, como el
farmaco T20, que actiia sobre el proceso de fusion de la envuelta viral y la membrana
celular, mecanismo necesario para la entrada del virus en la célula hospedadora. Se esta
trabajando en el desarrollo de farmacos orientados hacia un nuevo objetivo del ciclo vital
del VIH, la integracion del ADN viral (provirus) en el ADN de la célula hospedadora, que
esta facilitada por la accion de la integrasa [233]. La nueva familia de farmacos, los
inhibidores de la integrasa, tiene como objetivo impedir que el VIH se "integre" en el

nucleo de la célula, con lo que no seria posible la posterior replicacion del virus.

1.5.1 Tratamiento antirretroviral de la infeccidon pediatrica por el VIH

El tratamiento antirretroviral en los nifios VIH ha seguido las directrices marcadas
para los adultos. Muchos de los farmacos comercializados no disponen de presentacion
pediatrica y dado que la farmacocinética y farmacodinamica varian con la edad, las dosis
utilizadas en nifios no han sido las 6ptimas en algunos de estos farmacos.

El hecho de que un 25% de los nifios infectados presenten tras la infeccion una
evolucion rapidamente progresiva de la enfermedad, hace necesario el establecimiento del
tratamiento antirretroviral tras el diagnostico, lo antes posible [234].

El objetivo de la terapia antirretroviral es aumentar la duracion y calidad de la vida
del paciente infectado por el VIH. Esto se consigue suprimiendo la replicacion viral hasta
valores indetectables, en una fase de la infeccion suficientemente temprana para que las
funciones del sistema inmune aun se conserven, asi como la capacidad de recuperacion de
los linfocitos T CD4+. Sin embargo, esta supresion no siempre se consigue con un solo
régimen terapéutico, debido a la aparicion de variantes virales resistentes después de un
tratamiento prolongado [235], por lo que frecuentemente éste debe ser modificado. Los
farmacos antirretrovirales inhibidores de la RT, y sobre todo los IP, han mejorado
sustancialmente la perspectiva de tratamiento al aumentar el arsenal terapéutico,

disponiéndose actualmente de aproximadamente 17 farmacos antirretrovirales. Sin
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embargo, estos farmacos presentan problemas de eficacia, aparicion de  efectos
secundarios y toxicidad. Por otra parte, la utilizacién de inhibidores de la RT no permite
destruir ni inhibir la replicacion viral en aquellas células en las que el VIH se encuentra
integrado en el genoma del huésped. Los IP, al actuar pos-transcripcionalmente, impiden la
produccion de particulas virales infectivas, pero no destruyen la célula infectada. En esta
situacion, a pesar de la eficacia inicial de los tratamientos utilizados, la erradicacion del
virus del organismo y el bloqueo de la generacion de resistencias son todavia una
perspectiva lejana. Por otra parte, los macrofagos tisulares, constituyen reservorios que
replican de forma crénica el VIH y diseminan la infeccion viral mediante interaccion con
otras células del sistema inmune.

Estos datos indican que las nuevas terapias no son capaces de destruir las células que
se encuentran ya infectadas por el VIH. Se hace pues necesario pensar y disefiar nuevas
estrategias terapéuticas que permitan neutralizar los reservorios de la infeccion utilizando

distintos enfoques [236-238].

1.5.2 Estudios de resistencias en la infeccidén pediatrica

En la actualidad, a los pacientes pediatricos en el momento del diagndstico y en el
curso de la infeccion por el VIH, se les realiza estudios genotipicos de las regiones de
retro-transcriptasa y de la proteasa, que permiten detectar las mutaciones que confieren
resistencias a farmacos antirretrovirales y asi administrar el tratamiento antirretroviral mas
eficaz a cada nifio [138, 152, 239]. La aparicion de mutaciones que confieren resistencias
a los farmacos antirretrovirales esta directamente relacionada con fracaso virologico al

tratamiento e incremento de la CV.
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Objetivos

Tras la constatacion de que las terapias antirretrovirales, a pesar de su mostrada
eficacia disminuyendo la replicacién del virus, no permiten erradicar el virus, podemos
afirmar que la enfermedad del sida sigue siendo, 20 afios después de su aparicion, una
enfermedad incurable que acaba con millones de vidas, sobre todo en los paises
subdesarrollados.

El fracaso de los farmacos antirretrovirales en erradicar la infeccion, ha centrado el
interés en el propio sistema inmunoldgico del individuo infectado como alternativa para
controlar o erradicar el virus. Ante estos precedentes, el objetivo que se planted para la
realizacion de esta Memoria, fue estudiar el proceso de recuperacion o reconstitucion del
sistema inmunoldgico en la infeccién por el VIH. Dada la involucion que sufre el sistema
inmune con la edad, principalmente a nivel de la sintesis de nuevos linfocitos T, se
consider6 que era en nifios donde mejor se podria ver reflejada la capacidad potencial del
sistema inmune para regenerarse en primer lugar, y en consecuencia controlar de forma
efectiva la infeccion. La constatacion de dicha capacidad potencial, abriria nuevas
alternativas en el tratamiento de la enfermedad tanto en adultos como en nifios mediante la
utilizacion de terapias inmunoestimuladoras, con la esperanza de erradicar el virus, o al
menos convertir la infeccion por el VIH en una enfermedad cronica no mortal. Los

objetivos concretos que se plantearon fueron los siguientes:

»  Estudiar el efecto del VIH en la funcion timica, principal responsable de la

regeneracion de linfocitos T.

»  Determinar el papel que ejerce el timo en el mantenimiento de la poblacion de

linfocitos T procedentes de nifios infectados por el VIH.

»  Estudiar el efecto de las terapias antirretrovirales sobre la funcién timica y su

relacion con el estado inmunolégico del nifio.

»  Analizar los mecanismos homeostaticos que pudieran estar implicados en el

mantenimiento o recuperacion de la poblacion de linfocitos T.

»  Determinar el beneficio que aporta la recuperacion o reconstitucion del sistema
inmunolégico en el mejor control de la infeccién y en la progresion de la

enfermedad.
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Materiales y Métodos

3.1 Sujetos de Estudio.

Los estudios se realizaron con muestras procedentes de 187 nifios VIH+ que fueron
seguidos en la Seccion de Inmuno-Pediatria del Hospital General Universitario Gregorio
Marafion y del Hospital 12 de Octubre de Madrid. Se realiz6 un estudio de cohortes bicéntrico
retrospectivo entre Mayo de 1990 y Mayo de 2003, con un seguimiento desde su primera
consulta y en sucesivas visitas cada 2-3 meses hasta el final del estudio. En cada visita se
recogieron los datos clinicos, el porcentaje de linfocitos TCD4+, TCD8+, la carga viral, las
caracteristicas bioldgicas de los aislados virales y la funcién timica mediante la determinacion
de los valores de celulas TRECs positivas.

Los nifios fueron diagnosticados como infectados por el VIH utilizando métodos de
deteccion directa del VIH previamente descritos (DNA-PCR y cultivo viral) [240]. El factor
de riesgo de transmisién fue por via vertical en todos los nifios. Debido a que se trabaja con
muestras provenientes de nifios de corta edad, la cantidad de células o de muestras disponibles
era limitada, por lo que fue inviable hacer todos los estudios con una misma cohorte. De esta

manera para cumplir los objetivos proyectados se realizaron distintos disefios de estudio.

3.1.1 Andlisis de la funcién timica en la infeccion pediatrica

Los estudios de seguimiento de la funcion timica a lo largo de la edad, asi como la
evolucion de los pardmetros virologicos e inmunologicos con los tratamientos
antirretrovirales se llevaron a cabo con muestras provenientes de 90 nifios infectados seguidos
desde su nacimiento hasta los 15 afios de edad. Como grupo control se utilizaron muestras
provenientes de 37 nifios no infectados de edades comprendidas entre 0 y 15 afos.

3.1.2 Estudios de fenotipo viral

Para determinar la influencia del fenotipo viral sobre la funcion timica, se analizaron 90
muestras de nifios pertenecientes a la cohorte mencionada, que habian recibido en su mayoria

terapia combinada y cuya edad media era de 4,9 afios (rango: 0,3 — 10,8 afios). Ademas se
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realizd un estudio longitudinal en tres nifios de 5 meses, 9 meses y 10 afios respectivamente

en el periodo en el que se observd un cambio del fenotipo viral.

3.1.3 Determinacion de los valores plasmaticos de IL-7

El analisis de los valores de IL-7 se realizO en muestras de plasma previamente
congeladas a —70°C procedentes de 5 nifios incluidos en la cohorte descrita. Los valores de
IL-7 se cuantificaron cada 2-5 meses (dependiendo de la disponibilidad de muestras) a lo

largo del seguimiento realizado a los nifios desde su nacimiento.

3.1.4 Estudios de respuesta linfoproliferativa y produccién de citocinas

El estudio de las respuestas linfoproliferativas y de produccion de citocinas de las
PBMCs de nifios con distinta progresion de la enfermedad se realizd en 21 nifios VIH+
divididos en 2 grupos dependiendo de su evolucién inmunoldgica y viroldgica: a) 7 nifios
asintomaticos tras 7 o mas afios de infeccion por el VIH, b) 14 nifios con progresion rapida de
la enfermedad. También se realizé un estudio en 32 nifios con distinta respuesta a la terapia
antirretroviral, agrupandolos en 8 nifios asintomaticos a largo plazo, 11 nifios respondedores a
HAART y 13 nifios no respondedores a HAART. Como grupo control se estudiaron muestras
procedentes de 17 nifios no infectados de edades equivalentes a las de los grupos de nifios
VIH+.

3.1.5 Estudio de los valores de linfocitos T CD4+ VIH-especificos

La determinacion del porcentaje de linfocitos T CD4+ especificos frente al VIH se
realizd en el Laboratoire de Inmunopatologie du SIDA del Centre Hospitalier Universitaire
Vaudois en Lausanne (Suiza) con muestras procedentes de 24 nifios infectados verticalmente
por el VIH obtenidas entre Abril y Mayo del 2003 en la Seccion de Inmuno-Pediatria del
Hospital General Universitario Gregorio Marafién. La edad media de los nifios fue de 10,7
afios (E.E.M.: £0,71).

Todos los estudios se llevaron a cabo segun los criterios establecidos en la Declaracién
de Helsinki (Edimburgo, 2000) y en el Convenio para la proteccion de los Derechos Humanos
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y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biologia y la Medicina
(Oviedo, 1997). Igualmente, se siguié la normativa sobre la proteccion de datos de caracter
personal que exige la legislacion espafiola (Ley Organica 15/1999) y fue revisado y evaluado
por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital General Universitario “Gregorio
Marafion”. En todos los casos se obtuvo consentimiento de los padres o representantes legales

de los nifios para la realizacion del estudio.

47



Materiales y Métodos

3.2 Meétodos de Estudio.

3.2.1 Procesamiento de las muestras

3.2.1.1 Extraccion y procesamiento del suero

Las muestras de sangre utilizadas en el estudio se obtuvieron por venopuncion de los
pacientes. Para la obtencion de suero, las muestras se recogieron en tubo de vidrio seco, se
mantuvieron a temperatura ambiente y se procesaron durante la primera hora siguiente a la
extraccion. El tubo con la sangre se somete a centrifugacion durante 10 minutos a 3500
r.p.m. tras la cual el suero queda en la parte superior del tubo separado del resto de
componentes sanguineos. Dicho suero se recuperé mediante una pipeta pasteur y se

congel6 inmediatamente para su conservacion a -70°C.

3.2.1.2 Extraccion y procesamiento del plasma y células mononucleares de sangre
periférica

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion en tubos de vidrio con
anticoagulante EDTA (VACUTAINER®). La sangre se depositod lentamente en tubos de
10 ml, que contenian 3 ml de Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Suecia) formando dos
fases dadas la distinta densidad del Ficoll y la sangre. Los tubos se centrifugaron a 800 g
durante 30 minutos a 24°C y tras ello se recogio el plasma, que se congelo directamente a
-70°C, y la banda correspondiente a las PBMCs, las cuales se lavaron con medio RPMI
1640 (Seromed Biochrom. Berlin, Alemania) y finalmente se resuspendieron en medio de
cultivo RPMI suplementado con suero fetal de ternera previamente testado (FCS)
(Seromed, Biochrom), L-glutamina 2mM (Flow. Irving, Escocia), 50 U/ml de penicilina

(Flow) y 50 U/ml de estreptomicina (Flow).

48



Materiales y Métodos

3.2.2 Deteccidn de anticuerpos anti-VIH

La determinacion de anticuerpos anti-VIH se realiz6 mediante un ensayo comercial
(New Lav Blot I, Sanofi Pasteur. Paris, Francia), destinado a la deteccion de estos anticuerpos

por inmunotransferencia (Western-Blot) [241].

3.2.3 Caracterizacion de los aislados virales

3.2.3.1 Cinética de replicacion

Se cocultivaron 2 x 10° PBMCs del paciente con 2 x 10° PBMCs de un donante sano
previamente estimuladas con PHA (blastos) en placas de 24 pocillos con 2 ml de medio
RPMI suplementado con 20% de FCS y 20U/ml de IL-2. Semanalmente se afiadieron 2 x
10° de blastos en 1ml de medio fresco, y dos veces por semana se recogieron los
sobrenadantes para determinar la concentracion de Ag p24 [150]. La deteccion y
cuantificacion de Ag p24 se realizdO mediante un enzimoinmunoensayo tipo "sandwich"
para la deteccion de antigenos asociados al virus VIH (INNOTEST HIV Antigen mAb,
Innogenetics. Gent, Bélgica).

La cinética de replicacion se considerd rapida cuando en el cocultivo se detectaron
valores de Ag p24 a dia tres de iniciado y lenta si los valores de Ag p24 no se detectaron
hasta pasados siete dias 0 mas del cocultivo celular. Se considerd cinética de replicacion
alta si en el cocultivo los valores de Ag p24 eran persistentemente altos (> 200 pg/ml) y

baja si estaban por debajo de 200 pg/ml [242].

3.2.3.2 Fenotipo del VIH

Las células MT-2 se incubaron con sobrenadantes provenientes del cultivo de
aislamiento del virus (1ml) o con PBMCs obtenidas del cocultivo. Cada ensayo se realizd
por duplicado. Cada 3-4 dias se reemplazo6 la mitad del medio por medio completo fresco
y se midieron los valores de Ag p24. Se analiz6 por microscopia de contrate de fase la
formacion de sincitios. Se consideraron como aislados inductores de sincitios, los cultivos
en los que al microscopio se observaban células multinucleadas gigantes o sincitiales y

tenian valores de Ag p24 detectables. Ademéas, como las células MT-2 expresan el
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receptor CD4 y el co-receptor de quimiocinas CXCR4, pero no el CCR5, ésta linea celular
fue utilizada para diferenciar virus X4 o Sl de R5 o NSI. Las cepas virales NSI no infectan
a la linea celular MT-2 porque no expresa el receptor CCR5. También se usaron las cepas
virales BAL (R5 o NSI) y NL-3 (X4 o SI) como control de seguimiento del cultivo y de la
formacion de sincitios [93].

3.2.4 Cuantificacion de carga viral

Los valores de RNA viral se cuantificaron en el plasma de los nifios VIH mediante
transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando un ensayo
comercial de RT-PCR Amplicor-HIV MonitorTM Test (Roche Diagnostics. Basel, Suiza)
[243] con una sensibilidad de 400 copias de ARN viral por ml.

3.2.5 Determinacién de poblaciones linfocitarias

3.2.5.1 Cuantificacion del porcentaje de linfocitos TCD4+y TCD8+

Aproximadamente 2,5 x 10° PBMCs aisladas de sangre periférica se incubaron con
combinaciones de los monoclonales anti-CD4 conjugado con ficoeritrina (PE)/anti-CD3
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y anti-CD8(PE)/anti-CD3(FITC) para
identificar los linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresaban CD3 (CD4+CD3+;
CD8+CD3+) y Leucogate (anti-CD45+anti-CD14) (Becton Dickinson, Franklin, NJ) para
identificar el porcentaje de PBMCs [244]. En todos los casos se utilizd un control de
fluorescencia inespecifica, usando una inmunoglobulina del mismo isotipo que el de los
anticuerpos monoclonales especificos, y que no presentd reactividad con células
sanguineas humanas. Después de 30 minutos de incubacion, a 4°C y resguardadas de la
luz, las células se lavaron 2 veces a 400xg, durante 5 minutos, a 4°C, con RPMI-1640
suplementado con un 2% de FCS y azida sddica (0,05%), para eliminar el exceso de
anticuerpo marcado con fluorocromo. La adquisicion se llevo a cabo en un citometro
FACScan (Becton-Dickinson) usando el programa de adquisicién Lysis Il (Becton-
Dickinson) dentro de las dos horas siguientes a la tincion de las células [245]. Las
condiciones éptimas de los distintos parametros (sensibilidad y amplificacion de los
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detectores FSC, SSC, FL1, FL2, compensacién entre FL1 y FL2) para la adquisicion, se
determinaron usando el reactivo Calibrite (Becton-Dickinson) y el programa AutoComp

(Becton-Dickinson) de forma periédica.

3.2.5.2 Cuantificacion del nimero absoluto de linfocitos TCD3+, TCD3+/CD4+ y
TCD3+/CD8+ en sangre total

La técnica empleada para el analisis del nimero total de linfocitos T de sangre
periférica fue la técnica de TRUCOUNT™ (Becton-Dickinson) en sangre total. Se
afiadieron 50ul de sangre total anticoagulada con EDTA a tubos de TRUCOUNT™ que

contienen aproximadamente unas 50000 bolitas liofilizadas (segun lote).

Despues se afiadieron 20 pl del reactivo TriTEST que contenia la mezcla de
anticuerpos monoclonales correspondiente. Se dejaron incubar unos 15 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Después se afiadieron 450 pl del reactivo de lisis
(FACS Lysing Solution), se mezclaron bien con el vértex y se volvieron a incubar otros

15 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente [246].

Pasado este tiempo, las muestras ya estaban preparadas para pasar por el citometro,
pero antes hubo que resuspenderlas para reducir la agregacién. La adquisicion se realizé
con el sistema FACS Loader, que agita los tubos inmediatamente antes de la adquisicion.
La adquisicién se llevo a cabo en un citometro FACSCalibur (Becton-Dickinson) usando
¢l programa de adquisicion CELLQuest (Becton-Dickinson) inmediatamente tras la
tincion de las células. Las condiciones éptimas de los distintos parametros (sensibilidad y
amplificacion de los detectores FSC, SSC, FL1, FL2, compensacién entre FL1 y FL2)
para la adquisicion, se determinaron usando el reactivo CaliBRITE (Becton-Dickinson).

También se utilizdé como control de calidad de forma rutinaria el TRUCOUNTTM Control
Beads.

Se realizé una puerta para seleccionar la poblacion linfocitaria en un diagrama de
puntos de SSC frente a FL-3 y se adquirieron los eventos necesarios hasta que el nimero
de linfocitos incluidos en esta puerta sumé 3000 eventos. Se cuantificé el porcentaje y
nimero de eventos marcados con los anticuerpos especificos para CD3, CD4 y CD8
dentro de esta puerta de linfocitos y el nimero de bolas marcadas que fueron adquiridas

fuera de la puerta. El numero absoluto de células positivas en cada muestra se calculd
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dividiendo el nimero de células positivas por el nimero de bolas y multiplicando después
por la concentracion de bolas TRUCOUNTTM [247].

3.2.5.3 Descripcidn de la técnica de adquisicion y analisis

La adquisicion se llevo a cabo en un citdmetro FACScan (Becton-Dickinson) usando
el programa de adquisicion Lysis 1l (Becton-Dickinson) dentro de las dos horas siguientes
a la tincion de las células. Los parametros optimos para la adquisicion (sensibilidad del
detector, amplificacion del detector, compensacion) se determinaron usando el reactivo
Calibrite (Becton-Dickinson) y el programa AutoComp (Becton-Dickinson) de forma
periddica. Se adquirieron 5000 eventos usando una puerta de adquisicion para linfocitos T
CD4+ o T CD8+ respectivamente. Dicha puerta se definié usando los parametros de baja
SSC y positividad para CD4, o baja SSC vy alta expresion de CD8 [247].

El anélisis de los datos se realizd con el programa de andlisis Lysis Il (Becton-

Dickinson). Los criterios que se siguieron fueron los siguientes:

a) En la seleccion de los linfocitos T CD4+, se minimiz6 la contaminacion de
monocitos realizando una adquisicion de linfocitos T CD4+ de alta intensidad y
bajo SSC. En la seleccion de los linfocitos T CD8+, se minimiz6 la
contaminacion de células NK adquiriendo solo las células que expresaban CD8+

de alta intensidad y bajo SSC.
b) Se utilizaron los controles isotipicos adecuados (IgG1-FITC; IgG1-PE) para

valorar la tincion inespecifica, la cual se sustrajo del resto de los resultados. En
los diagramas de puntos correspondientes al control, los cuadrantes se ajustaron
de tal forma que mas del 99% de los eventos estuviesen comprendidos en el

cuadrante correspondiente a las células dobles negativas.

c) Las cifras absolutas de las distintas subpoblaciones analizadas se calcularon
multiplicando el valor en porcentaje por el nimero total de linfocitos T CD4+ y
T CD8+.
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3.2.6 Cuantificacién de linfocitos T CD4+ VIH-especificos

Los linfocitos T CD4+ VIH-especificas se identificaron mediante la medida de la
produccion intracelular de IFN-y e IL-2 en presencia de un antigeno viral. Se estimularon
entre 2 a 4 millones de PBMCs resuspendidas en 2 ml de RPMI 1640 Gutamax-1 que
contenia un 10% de suero fetal bovino, con 5 pg/ml del antigeno p55 gag (Protein Sciences,
Meriden, CT), con 200 ng/ml de Enterotoxina B de Staphylococcus (SEB, Calbiochem, La
Jolla, CA) en el caso del control positivo, o PBS para los controles negativos no estimulados.
La incubacion se llevo a cabo durante 12-14 horas a 37°C en presencia de 0,5 pg/ml de
anticuerpo anti-CD28 purificado (Becton Dickinson) y 1 pg/ml de GolgiPlug (Becton
Dickinson). Tras las 14 horas de incubacion se procedié al marcaje permeabilizando y fijando
las células con FACS Permeabilising Solution (Becton Dickinson) y marcando con anti IFN-y
(APC), IL-2(PE) (Pharmingen, San Diego, CA), CD4(PE-Cy5) y CD69(FITC) (Becton
Dickinson) como marcador de activacion. La adquisicion se llevd a cabo en un citdmetro
FACSCalibur y para el andlisis se utilizdé el programa CellQuest (Becton Dickinson). Se
adquirieron entre 150.000 y 1,5 x 10° eventos. Los controles negativos nunca excedieron
0,01-0,02% y se consideraron positivas aquellas muestras estimuladas que tenian un fondo o
background inferior al 20% del porcentaje total de células positivas para las citocinas

analizadas.

3.2.7 Cultivos celulares

3.2.7.1 Cultivos de lineas celulares

La linea celular MT-2 (leucemia de linfocitos T con DNA de HTLV-I integrado)
[248] crece en suspension. Se cultivé con RPMI 1640 suplementado con 20% FCS, 0,3%
Bicarbonato sodico, L-glutamina 2mM, 50U/ml de penicilina y 50U/ml de estreptomicina
en botellas de 25 cm” a una concentraciéon de 5 x 10° células/ml a 37°C en una atmosfera
con 5% CO, [155]. Esta linea celular se utilizd para la deteccion de la formacion de
sincitios por los aislados primarios VIH procedentes de las PBMCs de los nifios. El
ensayo se realizo cuando las células estaban en fase de crecimiento exponencial

cultivando 2 x 10° de células MT-2 por pocillo en una microplaca de 24 pocillos.
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3.2.7.2 Cultivo de PBMCs

Se cultivaron 2 x 10° células/ml PBMC procedentes de los nifios incluidos en los
estudios en medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de FCS (Seromed, Biochrom),
L-glutamina 2mM (Flow), 50 U/ml de penicilina (Flow) y 50 U/ml de estreptomicina
(Flow). Los cultivos se realizaron en placas de 24 pocillos a 37°C en una atmdsfera con
5% de CO,. En uno de los pocillos las células se estimularon con 1pug/ml de PHA y en el
otro no se afiadidé ningun estimulo, utilizdndose como pocillo control. Los cultivos se
mantuvieron durante 72 horas, al cabo de las cuales se recogié el sobrenadante, se
centrifugd para eliminar los restos celulares y se almaceno a -70°C hasta su utilizacién
[93]. La viabilidad celular fue siempre mayor del 90% medida por exclusion por azul

tripan.

3.2.7.3 Proliferacion celular

Se cultivaron PBMCs procedentes de los nifios incluidos en el estudio, a una
concentraciéon de 10x10° células en 100ul de medio de cultivo RPMI suplementado con
10% de FCS (Seromed, Biochrom), L-glutamina 2mM (Flow), 50 U/ml de penicilina
(Flow) y 50 U/ml de estreptomicina (Flow). Los cultivos se realizaron por triplicado en

placas de 96 pocillos con fondo plano a 37°C en una atmdsfera con 5% de COs,.

Los cultivos de PBMCs se mantuvieron durante 96 horas. La proliferacion celular se
determiné por incorporacion de timidina tritiada (H”) (Amersham. Buckinghamshire, UK)
en el DNA de las células; para ello se afiadi6 1pCi/pocillo de (H’)-Timidina durante las
ultimas 18 horas del cultivo. Posteriormente las células se recogieron utilizando un
colector de células automatico (Skatron. Lier, Noruega). La precipitacion del DNA de
estas células se llevo a cabo con agua destilada sobre filtros (Skatron). Una vez que los
filtros se secaron, se colocaron en placas de 24 pocillos con 1ml de liquido de centelleo
(Optiphase Hisafe II, Wallac. Turku, Finlandia) para efectuar su lectura en un contador de

centelleo (1450 Microbeta Trilux, Wallac).

En el estudio de marcadores de sangre periférica, se montaron cultivos con 2x10°
células en 200ul de medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de FCS (Seromed,
Biochrom), L-glutamina 2mM (Flow), 50 U/ml de penicilina (Flow) y 50 U/ml de

estreptomicina (Flow). Los cultivos se realizaron en placas de 96 pocillos con fondo plano
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a 37°C en una atmosfera con 5% de CO,. Los cultivos se realizaron por cuadruplicado,
con los estimulos siguientes: 1pug/ml de PHA, 4 pg/ml de Pockweed (PWM), 1ug/ml anti-
CD3+ lpg/ml anti-CD28, o ningun estimulo, utilizdndose como pocillo control. Los
cultivos de PBMCs se mantuvieron durante 72 horas, al cabo de las cuales se recogieron
100 ul de sobrenadante, se centrifugd para eliminar los restos celulares y se almacen6 a —
70°C hasta su utilizacion. A cada pocillo se le afiadieron 100 pl de medio de cultivo RPMI
suplementado con 10% de FCS (Seromed, Biochrom), L-glutamina 2mM (Flow), 50 U/ml
de penicilina (Flow) y 50 U/ml de estreptomicina (Flow), que ademas contenia 1uCi de
(H’)-Timidina (Amershan). Tras 6 horas, se detuvo el cultivo y se determind la

incorporacion de timidina tritiada (H?) en el DNA de las células.

3.2.7.4 Produccion de citocinas por las PBMCs en cultivo

La cuantificacion de las citocinas se realizd a partir de los sobrenadantes de cultivo
almacenado a —70°C utilizando inmunoensayos comerciales y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se cuantificaron mediante ELISA los valores de IL-5 (Bio Source
Internacional, Camarillo CA), TNF-a e IFN-y (Bender Medical Systems Diagnostics,

Viena, Austria) por triplicado.

3.2.7.5 Cuantificacion de la concentracion plasmatica de I1L-7

La concentracion de interleucina 7 se determind por duplicado siguiendo las
instrucciones del fabricante en muestras de plasma sanguineo almacenadas a -80°C
mediante un ensayo ELISA de alta sensibilidad que detecta tanto la IL-7 libre como la que
se encuentra unida a proteinas transportadoras (Quantikine HS Human IL-7 kit. R&D

Systems. Abingdon, UK).
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3.2.8 Determinacion de la produccion timica de nuevos linfocitos T

El ensayo que permite cuantificar la produccion de nuevos linfocitos T se basa en la
cuantificacion de un marcador presente en los linfocitos T que han emigrado recientemente
del timo tras su maduracion. El estudio de este marcador denominado TREC (TCR
Rearrengement Excision Circles) se realiza en PBMCs totales o en subpoblaciones aisladas de
linfocitos T CD4" o T CDS8" procedentes de una muestra de sangre de menos de 1 ml. Tras el
contaje de las células se realiza una extraccion de DNA en condiciones adecuadas para su
utilizacion en PCR.

Las técnicas disponibles de QC-PCR, densitometrado de bandas, etc. no proporcionan la
exactitud y sensibilidad requerida para poder cuantificar de forma exacta el nimero de copias
presentes en la muestra, ya que la determinacion se realiza al final de la PCR cuando se ha
alcanzado el “plateau” de la amplificacion (Figura 9) y la cantidad de producto amplificado

no es proporcional al nimero de copias de partida.

Figura 9. Cantidad de producto amplificado en el desarrollo de una PCR con diluciones
seriadas de una muestra con 10° copias de la secuencia molde. Al final de la PCR las
diferencias desaparecen, sin embargo el inicio del incremento logaritmico si es proporcional

al numero de copias de partida.
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Sin embargo, la aparicion de termocicladores con detector de fluorescencia, permite
monitorizar el desarrollo de la PCR en tiempo real mediante la incorporaciéon a la mezcla de
reaccion de sondas marcadas o de SYBR green. Gracias a esta tecnologia se puede determinar
en que momento se produce el incremento logaritmico de amplificacion que sera proporcional
al nimero de copias de partida de la secuencia molde. De esta manera, se puede cuantificar de
forma precisa el porcentaje de células TREC positivas que seria representativo de la

produccion de nuevos linfocitos T y por tanto de la funcidn timica.

3.2.8.1 Extraccion de DNA

Se cuentan las células, se dispensa 1 x 10° de éstas en un tubo “eppendorf” y se
centrifugan para eliminar el sobrenadante. El sedimento seco se puede congelar hasta su
utilizacion o se puede realizar la lisis celular. Para la lisis celular se afiade al sedimento 10
ul de proteinaza K 100 pug/ml por cada 1 x 10° células (Proteinase K PCR Grade de Roche
disuelta en TRIS 10 mM pH 8 grado biologia molecular de Sigma) y se incuba a 56°
durante 1 hora; después se inactiva la proteinasa K a 95° durante 15 minutos y se

centrifuga, quedandonos con el sobrenadante que contiene el DNA.

3.2.8.2 Recta patrén

Para obtener valores del numero de TRECs por 10° células se realizd una recta
patron con un numero conocido de copias de TRECs utilizando un plasmido que tenia
insertada parte de la secuencia de los TRECs

proporcionado por D. Douek [210].
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El estandar es un pldsmido comercial

(pZero blunt, Invitrogen) que tiene insertada
una secuencia correspondiente a los TRECs de
375 pb. y que contiene un gen de resistencia a
Zeocina que permite su purificacion. Una vez

crecido el plasmido y disuelto en agua se

B-170218
cuantifica la cantidad de DNA por absorbancia .
which are found in the
multiple cloning site.

a 260 nm, dado que se conoce el peso exacto

de una molécula de estandar (plasmido + secuencia TRECs = 4,19 x 107'® g) se puede
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saber el numero exacto de copias. Haciendo diluciones seriadas se dispensan alicuotas de
10°, 10°, 10*, 10° y 100 moléculas de estandar que se amplificaran junto con las muestras
problema para obtener una recta patron. Tras realizar la PCR se comprobo la calidad de la
recta patron obtenida, siendo considerada como aceptable si tenia un error menor de 0,1 y

unar = 1 (Figura 10).

Linear Reagression

= Crozsing Points

Figura 10. Recta patron obtenida a partir de la amplificacion de una dilucion seriada de un

plasmido que contiene la secuencia de TRECs.

3.2.8.3 Control interno

En todas las muestras se siguio el mismo procedimiento de extraccion y siempre la
mezcla de reaccion contuvo el DNA correspondiente a 50.000 células. Ademas, se llevo a
cabo un control interno a las muestras para estar seguros de que se afiadia la misma
cantidad de DNA en las PCR utilizando el LightCycler Control Kit DNA (Roche).
Mediante esta PCR se amplifica el gen de la B-globina, que es un gen constitutivo del que

todas las células presentan una copia, pudiendo determinar la cantidad de DNA en ng/ul
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presente en la PCR. Como recta patron para el control interno, se utiliz6 una muestra de

DNA gendémico humano de concentracion conocida que esté incluida en el producto.

3.2.8.4 Condiciones de la PCR

En primer lugar se utilizd6 SYBR green (molécula fluorescente que se intercala en
todos los fragmentos de DNA de doble hélice) para optimizar las condiciones de la PCR y
después se disefiaron Sondas de Hibridacion (TIB Molbiol. Berlin, Alemania) especificas
de la secuencia a amplificar. Se probaron distintas combinaciones de cebadores y sondas
hasta dar con una combinacion (Figura 11) con la que se obtenia una amplificacion
adecuada y que tanto con curvas “melting” como en geles de agarosa (Figura 12)
mostraba que se estaba amplificando Unicamente el fragmento deseado de los TRECs.
Ademas cada PCR se repitié con las mismas condiciones en dias distintos, viendo que la
reproducibilidad era muy buena, con variaciones por debajo del 10%. Tras la
optimizacion, las condiciones de la PCR utilizadas son las siguientes: Para la mezcla de
reaccion se utiliza el producto LightCycler — FastStart DNA Master Hybridization Probes
(Roche) y se afiaden 3,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada uno de los cebadores o “primers”
y 0,2 uM de cada sonda; En el termociclador se realiza un primer ciclo de 10 min. a 95°C,

seguido de 45 ciclos a 95°C (20 seg.), 60°C (20 seg.) y 72°C (20 seg.).

AAAGAGGGCAGCCCTCTCCAAGGCAAAATGGGGCTCCTGTG

GGGAACAGAGGGGTGCCTCTGTCAACAAAGGTGATGCCACA
TREC fw >

TCCCTTTCAACCATGCTGACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTG

CCCACTCCTGTGCACGGTGATGCATAGGCACCTGCACCCCG
TRECLCR
TGCCTAAACCCTGCAGCTGGCACGGGECCTGTCTGCTCTTC
TRECFLU
ATTCACCGTTCTCACGAGTTGCAATGACAAGTTCAGCCCTCC
« TRECR
ATGTCACACTGTGTTTTCCATCCTGGGGAGTGTTTCACAGCT

ATCCCAAGCCCCACGCTGACGAATCACGGCCGAAAACACAC
TCTGATGCCAGCACAGACCACGGAGCAAATGTCAGACAAGA

TAG

Figura 11. Secuencia insertada en el plasmido correspondiente a los TRECs en la que se

indican los cebadores y sondas de hibridacion utilizados.
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Fluorescence -d[F2/F1)/dT
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Figura 12. Curva “Melting” y Gel de Agarosa al 2 % de las muestras problema y del

plasmido usado para la recta patrén.
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3.3 Analisis Estadistico.

3.3.1 Procesamiento de los datos

Se determinaron los valores de porcentaje y células/mm? de linfocitos T CD4+ y CD8+.
En la determinacion de correlaciones entre CD4 y las distintas variables se utilizaron los
valores de porcentaje de CD4 y no los recuentos absolutos, ya que se ha comprobado que, a
diferencia del porcentaje, el nimero absoluto varia con la edad [78]. Ademas el porcentaje de
CD4 se considera un mejor marcador de progresion de la infeccion en nifios [130]. Por tanto,
dado que los nifios incluidos en el estudio son de edades distintas, se considerd adecuado
utilizar los valores de porcentaje como variable representativa de la poblacion de linfocitos T
CD4+,

Para la produccion de citocinas en cultivos de PBMCs vy la proliferacién se utilizaron
los valores de produccion de citocinas del pocillo control y del pocillo con PHA y se calcul6
el incremento de produccidn de citocinas respecto al control. Se estandarizaron los valores de
las concentraciones de citocinas en los cultivos de cada paciente segun los valores del grupo
control. ElI comportamiento de los valores de citocinas entre los diferentes grupos resultd
tener una distribucion bastante asimétrica, por ello, se utilizaron como medida de

centralizacion la mediana y como medida de dispersion el rango intercuartilico (RIQ).

3.3.2 Andlisis de distribucién de variables

Previamente al analisis estadistico se comprobd si los datos a analizar seguian una
distribucion normal dentro de cada grupo y si las varianzas eran homogéneas, en cuyo caso se
aplico un metodo paramétrico. En los casos en los que las variables no cumplian los requisitos
de normalidad y homogeneidad de varianzas, o el tamafio muestral era muy pequefio, se
utilizaron métodos no paramétricos.

Para comprobar la bondad de ajuste a la normalidad de cada una de las variables
analizadas en este estudio se uso el test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Esta
prueba compara la funcion de distribucion acumulada observada para una variable, con una
distribucidn tedrica normal. La Z de Kolmogorov-Smirnov se calcula a partir de la diferencia
mayor (en valor absoluto) entre las funciones de distribucion acumulada tedrica y observada
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[249, 250]. Para comprobar que las varianzas de los grupos a comparar son homogéneas, se

realizé el test de Levene cuya hipdtesis nula es que las varianzas son iguales.

3.3.3 Meétodos paramétricos

«» Coeficiente de correlacién lineal de Pearson

Este coeficiente permite estudiar la fuerza de asociacion lineal entre dos variables.
Dicha fuerza sera nula (asociacion lineal inexistente) si r=0, aumentando a medida que el
valor de r se aproxima a 1 o a -1. El signo del coeficiente r indica el sentido de la

asociacion, siendo directa cuando el signo es positivo e inversa cuando es negativo [249].

+» Modelo de regresion lineal maltiple

Se utiliz6 este modelo para estudiar si las correlaciones observadas entre variables eran
secundarias a factores como la edad, tratamiento, etc. Mediante este andlisis se analizan tres
0 mas variables simultdneamente y se realiza el ajuste de variables que puedan dar lugar a

fendmenos de confusion incluyéndolas como covariables [251].

«» T de Student para muestras independientes

Cuando se necesité comparar las medias de una determinada variable entre dos grupos
y dichas variables cumplian los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas se
utilizo la t de Student. La distribucion t de Student es muy parecida a la distribucion normal
pero no requiere disponer de un parametro de dispersion poblacional y tiene en cuenta el
tamafo de la muestra [252]. Cuando las varianzas no eran homogéneas, se aplico el test de
Welch.

«» Andlisis de la varianza

La comparacion de las medias de cada variable cuando se estudiaban méas de dos grupos
se efectué mediante el analisis de la varianza (ANOVA). Las variables deben cumplir los
requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Este analisis estudia la variabilidad
entre los grupos y dentro de los grupos. La F Snedecor detectara si las medias de al menos
un grupo difiere del resto [253]. Si existen diferencias significativas entre los distintos

grupos se realizan las denominadas comparaciones post hoc para determinar entre qué
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grupos concretos se dan estas diferencias como las pruebas de Bonferroni o Scheffe cuando

las varianzas son homogéneas o la prueba de Tamhane cuando no son homogéneas.

3.3.4 Métodos no paramétricos

Las pruebas estadisticas no paramétricas se utilizaron cuando la muestra fue pequefia o
la distribucion de los datos en la poblacion fue libre (los datos no procedian de poblaciones

normales y con igualdad de varianzas).

«» U de Mann-Whitney

Contrasta si dos muestras de dos subpoblaciones tienen la misma distribucion. Las
observaciones de ambos grupos se combinan y clasifican con respecto al rango promedio
asignado en caso de producirse empates. Si la posicion de las poblaciones es idéntica,

deberan mezclarse aleatoriamente los rangos en ambas muestras.

« Analisis de correlacion de Spearman

Variante de coeficiente de correlacion de Pearson. Es una medida de asociacion que se
calcula a partir de la asignacion de rangos a los valores ordenados. Dicha asociacion sera
nula si R=0, aumentando a medida que el valor de R se aproxima a 1 6 a -1. El signo del
coeficiente R indica el sentido de la asociacion, siendo directa cuando el signo es positivo e

inversa cuando es negativo.
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Con el fin de evaluar el proceso de reconstitucion inmunoldgica en los nifios
infectados por el VIH en primer lugar se estudio el papel que juega el timo en este proceso.
Si bien se ha comprobado que tanto en adultos como en nifios es posible una recuperacion
de la poblacion de linfocitos T CD4+ debido a las TAR, la procedencia de estas células
CD4 va a ser un factor clave en la capacidad para recuperar el repertorio de especificidades
de dichas células y recuperar la capacidad inmunoldgica para responder al VIH y demas
infecciones oportunistas. Un incremento en el nimero de linfocitos T CD4+ debido a una
redistribucion o expansion periférica no permitiria una recuperacién de los clones perdidos
a causa de la infeccion, principalmente los clones especificos frente al VIH. Sin embargo,
una repoblacién de linfocitos por parte del timo si podria recuperar los clones especificos
frente al VIH y otros patégenos oportunistas que hayan sido eliminados a causa de la
infeccion. Si ademas se tiene en cuenta que el nifio no ha sufrido la involucién timica
asociada a la edad, puede que conserve la capacidad para repoblar la poblacion de

linfocitos T CD4+ y recuperar un sistema inmunolégico adecuado.

4.1 Efecto de la Infeccion por el VIH sobre la Funcion Timica.

Dado que el VIH ha mostrado ser capaz de infectar y destruir timocitos [42, 43]
alterando la funcion timica [254] y la produccion de nuevos linfocitos T [210], se
determind en primer lugar cual era el efecto de la infeccion por el VIH en la funcién timica
de los nifios infectados. Para ello se compararon los valores de TRECs desde el nacimiento
hasta la edad de 15 meses en 15 nifios no infectados y 8 nifios infectados verticalmente por
el VIH (Articulo 1 (pg 87). Correa et al. Pediatric Research 52:207-212, 2002). Este
estudio se amplié posteriormente incluyendo un total de 90 nifios infectados y 37 nifios no
infectados con un seguimiento desde el nacimiento hasta la edad de 15 afios, cuyos

resultados se muestran en la Figura 14.
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Figura 13. Valores de TRECs por 10° PBMCs (A) y porcentaje de linfocitos T CD4" (B)
en nifios infectados y no infectados por VIH desde el nacimiento hasta la edad de 15
meses. (Articulo 1. Figure 1 (pg 90). Correa et al. Pediatric Research 52:207-212, 2002).

Los resultados muestran que la infeccion por el VIH produce una marcada inhibicién
de la funcién timica que se ve reflejada en los valores significativamente menores de
TRECs observados en los nifios VIH+ en comparacion con los nifios no infectados.

Desde el nacimiento a la edad de 15 meses los valores de TRECs (P<0,01) y el
porcentaje de linfocitos T CD4+ (P<0,001) fueron significativamente inferiores en nifios
infectados por el VIH (n=8) que en nifios no infectados (n=15) (Figura 13). Ademas, se
observo que durante los 3 primeros meses de vida no existian diferencias en los valores de
TRECs entre los nifios infectados y no infectados.

Cuando se amplié el estudio hasta la edad de 15 afios se obtuvieron resultados
similares. Los valores de TRECs (P<0,001) y el porcentaje de CD4 (P<0,001) fueron
significativamente inferiores en los nifios infectados (n=90) que en los no infectados
(n=37) (Figura 14).
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Figura 14. Valores de TRECs por 10° PBMCs (A) y porcentaje de linfocitos T CD4" (B)

en nifios infectados y no infectados por VIH de 0 a 15 afios de edad.

Los resultados muestran claramente que los nifios infectados por el VIH tienen
valores significativamente inferiores de TREC que los nifios no infectados. Sin embargo,
cabe indicar que dentro del grupo de nifios infectados se observaron diferencias en cuanto a
los valores de TRECs dependiendo de su estadio clinico o inmunolégico (Articulo 2 (pg
94). Resino, Correa et al. Clin. Exp. Immunol. 132:105-112, 2003). Los nifios definidos
como progresores rapidos (RP) presentaban valores muy inferiores de TRECs (media= 783
TRECs/10° PBMCs) en comparacion con nifios no infectados de la misma edad (media=
13720 TRECs/10° PBMCs), mientras que los nifios definidos como asintomaticos a largo
plazo (LTA) presentaron valores de TRECs similares (media= 10804 TRECs/10° PBMCs)

a los observados en los nifios no infectados (Articulo 2. Figure 1a (pg 99)).
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4.2 Importancia de la Funcién Timica en Nifos Infectados por el VIH.

Para determinar que influencia tiene la produccién timica de nuevos linfocitos T en
los valores periféricos de estas células se analizo la correlacion existente entre los valores
de TRECs y los porcentajes de linfocitos T CD4+ y T CD8+ en 182 muestras procedentes
de nifios VIH+ de edades comprendidas entre 0 y 15 afios. Los resultados muestran que
existe una correlacion positiva entre los valores de TRECs y el porcentaje de linfocitos T
CD4+ (Coef. Pearson =0,78; P<0,001) (Figura 15A). Sin embargo, estos valores de TRECs
correlacionaban negativamente con el porcentaje de linfocitos T CD8+ (Coef. Pearson = —
0,40; P<0,001) (Figura 15B), que probablemente fueran secundarios a la correlacion

inversa que existia entre el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+.
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Figura 15. Correlacion entre valores de TRECs por 10° PBMCs y porcentaje de linfocitos
T CD4+ (A) y T CD8+ (B) en nifios infectados por VIH.
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Ademas, al realizar un estudio de seguimiento en varios nifios infectados, se observé
que cuando se producia un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+ siempre
coincidia con un incremento en los valores de TRECs (Articulo 1. Figure 3 (pg 92)).
Mientras que no existia correlacién alguna entre los valores de TRECs y las variaciones en
el porcentaje de linfocitos T CD8+ (P>0,05) (Figura 16).
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Figura 16. Evolucién de los valores de TRECs/10° PBMCs y porcentaje de linfocitos T
CD8+ en los 8 nifios incluidos en el estudio. Las lineas verticales punteadas representan el

inicio 0 cambio a un nuevo régimen antirretroviral
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Estos resultados indican que las variaciones en los valores de linfocitos T CD4+
dependen en gran medida de la produccion timica de estas células, mientras que los
cambios en la poblacion de linfocitos T CD8+ serian debidos a otros factores distintos de

la produccién timica, tales como fenémenos de redistribucion o expansion periférica.
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4.3 Efecto del Fenotipo Viral sobre la Funcion Timica.

La aparicion de cepas X4 o SI en individuos infectados se ha asociado a una mayor
progresion a la enfermedad de sida tanto en adultos como en nifios [150, 255]. Ademas,
también se ha descrito que la presencia de virus con fenotipo SI se asocia con una mayor
caida de linfocitos T CD4+ [150, 256, 257].

Los resultados previamente mostrados indican por un lado que el VIH ejerce un
efecto inhibitorio sobre la produccion timica de nuevos linfocitos T, y por otro lado que
los valores de linfocitos T CD4+ en nifos VIH+ dependen en gran medida de la
produccion timica de estas células. Por tanto, la mayor disminucion de linfocitos T CD4+
asociada a la aparicion de cepas X4, podria deberse en parte a un mayor efecto inhibitorio
de estas cepas sobre la funcidn timica. Para determinar si distintas cepas virales tienen un
efecto diferencial sobre la funcion timica, se estudio la correlacion existente entre fenotipo
viral, cinética de replicacion y valores de TRECs en 90 muestras procedentes de nifios
infectados verticalmente por el VIH (Articulo 3 (pg 102). Correa et al. AIDS 15:1959-
1963, 2001).

Coincidiendo con los resultados previamente mostrados, se observd que tanto en
nifios con virus R5 como con virus X4, existia una correlacion significativa entre TRECs y
porcentaje de linfocitos T CD4+ (P<0,001) (Articulo 3. Figure la (pg 105)). Esto
confirma el papel clave del timo en el mantenimiento de la poblacion de linfocitos T
CD4+. Los resultados muestran diferencias significativas con respecto al fenotipo viral. En
nifios con aislados virales con fenotipo X4 o SI, los valores de TRECs y el porcentaje de
linfocitos T CD4+ fueron inferiores (menos de la mitad) a los observados en nifios con
aislados R5 o NSI (P<0,001) (Articulo 3. Table 1 (pg 104)). Estas diferencias se
mantuvieron cuando se incluyeron en el andlisis el efecto de la edad y el ART como
covariables. Los valores de CV no fueron significativamente diferentes entre el grupo con
aislados X4 y el grupo con aislados R5. En cuanto a la cinética de replicacion, no se
observaron diferencias en porcentaje de linfocitos T CD4+, valores de TRECs y CV entre
nifos con cepas de replicacion lenta/baja (S/L) o cepas de replicacion rapida/alta (R/H).

Para confirmar que el cambio de fenotipo de RS a X4 se asociaba con una mayor
inhibicion timica, se hizo un estudio longitudinal en 3 nifios VIH+ en los que se habia

observado un cambio de fenotipo durante el seguimiento. En los 3 casos, el cambio de
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fenotipo R5 a X4 fue seguido de una marcada disminucion en los valores de TRECs
(Articulo 3. Figure 1b (pg 105)), confirmando el mayor efecto inhibitorio de las cepas X4

sobre la funcidn timica.
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4.4 Efecto de la Terapia Antirretroviral en la Recuperacion de Linfocitos T
CD4+.

Tras comprobar el efecto inhibitorio que ejerce el VIH sobre la funcioén timica, se
estudio si la TAR, al disminuir la CV, conducia a una recuperacion en dicha funcion timica
al disminuir el efecto inhibitorio ejercido por el virus. También se analizd si la
recuperacion de linfocitos T CD4+ que se da tras el control de la viremia por la terapia, era
debida a una repoblacion por nuevos linfocitos T CD4+ producidas en el timo, o bien se
debia a una redistribucion o expansion periférica de los linfocitos T CD4+ preexistentes.

Se llevo a cabo un estudio longitudinal en 3 nifios que iniciaron un tratamiento con
terapia combinada (2 andlogos de nucledsido) y 3 nifios que iniciaron TAR de alta eficacia
o HAART (2 analogos de nucledsido y 1 inhibidor de proteasa) (Articulo 4 (pg 107).
Correa et al. AIDS 16:1181-1187, 2002).

La TAR condujo a un marcado descenso de la CV en los nifios tratados con terapia
combinada y a una supresion completa hasta valores de CV indetectable en los nifios
tratados con HAART. La caida de la CV fue acompafiada en todos los casos de un
marcado incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+ (Articulo 4. Figure 1 (pg 108))
que se correlacionaba negativamente con la CV (P<0,05). El incremento de linfocitos T
CD4+ tras el inicio de la terapia coincidia en todos los casos con un incremento en los
valores de TRECs, existiendo una correlacion altamente significativa entre ambas variables
(P<0,001) (Articulo 4. Figure 1 (pg 108)), que junto con los resultados obtenidos
previamente (Articulo 1. Figure 3 (pg 92)) indican un origen timico de la reconstitucion
de linfocitos T CD4+ en estos nifios infectados.

El origen timico de los linfocitos T CD4+ recuperadas tras la terapia fue confirmado
al estudiar nifios que a pesar de recibir la TAR durante mds de 3 afios no habian sido
capaces de recuperar los linfocitos T CD4+ (Non-Rec) (Articulo 5 (pg 110). Resino,
Correa et al. AIDS Res. Hum. Retroviruses 18:1395-1406, 2002). En este grupo de niflos se
observaron valores de TRECs significativamente inferiores (P<0,01) a los observados en
los nifos tratados que si habian respondido a la terapia con un incremento en linfocitos T

CD4+ (Rec) (Articulo 5. Figure 2¢ (pg 118)).
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4.5 Papel de la Interleucina—7 en la Homeostasis de Linfocitos T CD4+.

El hecho de que tras la caida de CV se produzca un marcado incremento en la
produccion timica de nuevos linfocitos T, hace pensar que debe existir un mecanismo de
homeostasis que active esta produccion de nuevas células cuando los valores de linfocitos
T CD4+ son anormalmente bajos, como ocurre en la infeccion por el VIH. Entre los
posibles factores que puedan estar implicados en este mecanismo, el candidato mas
probable es la IL-7, ya que ha mostrado estar implicada en la diferenciacion de timocitos
en linfocitos T maduros [258, 259]. Ademas se han observado valores plasméticos de IL-7
altos asociados a valores de linfocitos T CD4+ bajos en individuos infectados por el VIH
[260-263], por lo que se ha propuesto a IL-7 como el principal candidato responsable de
este mecanismo de homeostasis.

En base a esto, se estudid si existia alguna asociacion entre los valores plasmaticos
de IL-7 y la recuperacion timica de linfocitos T CD4+ que se habia observado en los nifos
infectados por el VIH. Para ello, se realiz6 un estudio longitudinal a lo largo de 100 meses
en 5 nifios infectados verticalmente por el VIH (Articulo 6 (pg 122). Correa et al. J. Clin.
Immunol. 23:401-406, 2003), determinando cada 2-3 meses los valores de CD4, TRECs,
CV y valores plasmaticos de IL-7. También se compararon los valores de IL-7 en nifios no
infectados, nifios infectados pero que se mantenian asintomaticos (LTA) y nifios infectados
con una progresion rapida de la enfermedad (RP) (Articulo 2 (pg 94). Resino, Correa et al.
Clin. Exp. Immunol. 132:105-112, 2003).

Coincidiendo con trabajos previos, se observo una correlacion negativa entre valores
plasmaticos de IL-7 y porcentaje de linfocitos T CD4+ (P<0,001). La caida de linfocitos T
CD4+ a causa de la infeccion estaba siempre asociada a valores anormalmente altos de IL-
7 (Articulo 6. Figure 1(pg 125)). Los nifios infectados definidos como progresores rapidos
(RP) presentaban valores significativamente inferiores de linfocitos T CD4+ (P<0,01) y
valores superiores de IL-7 (P<0,01) en comparacion con los nifios asintomaticos (LTA) o
no infectados. Sin embargo los LTA, con recuentos de linfocitos T CD4+ por encima de
600 cel./mm’, presentaban valores plasmaticos de IL-7 similares a nifios no infectados
(Articulo 2. Figure 1b (pg 99)).

Tras la drastica disminucion de CV como consecuencia del TAR, se observo un
marcado incremento en TRECs y linfocitos T CD4+ que fue seguido por una caida de los

valores plasmaticos de IL-7 hasta los valores basales previos a la caida de linfocitos T
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CD4+ (Articulo 6. Figure 1 (pg 125)). Sin embargo, no se encontr6 ninguna correlacion
entre el porcentaje de linfocitos T CD8+ y los valores plasmaticos de IL-7 (P>0,05), y s6lo
aparecio correlacion entre TRECs y porcentaje de linfocitos T CD8+ en el nifio 4 (P=0,01),
mientras que en los demds no existido correlacion entre estas variables (P>0,05). Estos
resultados indican que la IL-7 parece ser la principal responsable de activar la produccion
timica con el fin de recuperar la poblacion de linfocitos T CD4+ disminuida a causa de la

infeccion.

76



Resultados

4.6 Respuestas Linfoproliferativas v Produccion de Citocinas.

Los resultados obtenidos demostraban que los nifios infectados por el VIH conservan
la capacidad de repoblar y recuperar la poblacion de linfocitos T CD4+, y que en nifios,
esta recuperacion o repoblacion tiene principalmente un origen timico. El origen timico de
estas células puede favorecer la recuperacion del repertorio de especificidades de los
linfocitos T, pudiendo recuperar por tanto respuestas especificas frente al VIH y otros
patogenos. Para estudiar la capacidad funcional del sistema inmune en estos nifios, se
analizaron la capacidad de proliferaciéon y la produccién de citocinas en respuesta a
distintos mitdgenos y antigenos de recuerdo en PBMCs, que han demostrado ser uno de los
primeros parametros inmunoldgicos que se ven afectados en el curso de la infeccion
(Articulo 2 (pg 94). Resino, Correa et al. Clin. Exp. Immunol. 132:105-112, 2003;
Articulo 5 (pg 110). Resino, Correa et al. AIDS Res. Hum. Retroviruses 18:1395-1406,
2002). Los resultados muestran que los nifios definidos como LTA, que presentaban una
adecuada funcion timica definida por unos valores de TRECs similares a nifios no
infectados (Articulo 2. Figure la (pg 99)), mostraban respuestas proliferativas a
mitogenos (PHA, PWM y anti-CD3 + anti-CD28) similares a las observadas en controles
no infectados. Estas respuestas proliferativas en LTA y controles fueron superiores a las
observadas en nifos definidos como progresores rapidos (RP) (Articulo 2. Table 2 (pg
97)), que presentaban valores de TRECs significativamente inferiores. Las respuestas
alogénicas HLA, determinadas mediante cultivo mixto de linfocitos frente a PBMCs de
donante no emparentado, también mostraron ser similares entre LTA y controles, y muy
inferiores en progresores rapidos. Las respuestas a toxoide tetanico (TT) y streptokinase
(SK) en LTA fueron inferiores a las observadas en nifios no infectados, pero superiores a
las obtenidas en RP. En cuanto a la respuesta frente a antigenos del VIH (p24) no se
observaron diferencias significativas entre LTA y RP. Por ultimo, la produccion de IFN-y
y TNF-a en LTA fue significativamente superior a la observada en RP y similar a la de los
nifios no infectados (Articulo 2. Table 2 (pg 97)).

Se realizo otro estudio en el que se comprobo que las respuestas linfoproliferativas a
mitdgenos eran significativamente superiores en nifios infectados que habian respondido a
la terapia con una recuperacion de linfocitos T (Rec) (Articulo 5. Figure 1c (pg 114)), que

en nifios que no habian respondido a la terapia (Non-Rec) y cuyos valores de TRECs eran
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inferiores (Articulo 5. Figure 2¢ (pg 118)). Sin embargo, entre estos dos grupos de niflos
infectados (Rec y Non-Rec) no se observaron diferencias significativas en cuanto a la

respuesta a antigenos y produccion de citocinas (Articulo 5. Figure 1lay 1b (pg 114)).
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4.7 Respuestas VIH-especificas de los Linfocitos T CD4+.

Como se ha comentado, el origen timico del incremento de CD4 podria permitir la
repoblacion de clones especificos, recuperando las repuestas especificas frente al VIH que
estarian especialmente disminuidas. Dada la importancia que han mostrado tener las
respuestas de linfocitos T CD4+ colaboradores o “helper” en el control antiviral se decidio
estudiar en profundidad las respuestas CD4 VIH-especificas. Para ello, se determinaron en
24 ninos infectados verticalmente (edad media: 10,7+0,71 afos) los porcentajes de
linfocitos T CD4+ VIH-especificos por su capacidad de secretar IFN-y e IL-2 en respuesta
a la estimulacion antigénica con la proteina p55 gag del VIH. A diferencia de los estudios
de proliferacion celular, este método nos permitiria una cuantificacion precisa del nimero
de linfocitos CD4 especificos y también nos aportaria informacion sobre el fenotipo de los
linfocitos especificos de memoria.

Coincidiendo con estudios previos [264], tres poblaciones funcionalmente distintas
fueron identificadas: a) células secretoras de IFN-y; b) células secretoras de ambas
citocinas (IL-2"/IFN-y"); y células que secretan unicamente IL-2. Los resultados mostraron
que los nifios alcanzaban valores de células especificas muy superiores a los observados en
adultos [185, 264-267], alcanzando en algunos nifios valores de 0,90% de células
secretoras de IL-2 0 0,91% de secretoras de IFN-y (Figura 19).

Respecto a las frecuencias relativas de estas tres poblaciones distintas, se observé que
en los 24 nifos analizados se daban tres modelos o patrones distintos (Figura 17). En 10 de
los 24 ninos, mas del 70% de los linfocitos T CD4+ VIH-especificos eran células
secretoras de IL-2 unicamente, que corresponderia con linfocitos de tipo memoria central
(Tmc). Nueve de los nifios presentaban los 3 tipos de células especificas mencionados
(IL2", IL-2"/IFN-y" y IEN-y"). Los linfocitos T CD4+ VIH-especificas de los restantes 5
nifios eran en su mayoria (>60%) células secretoras de IFN-y, que corresponderia con
células de tipo memoria efectoras (Tug). El porcentaje medio de células VIH-especificas
en el total de linfocitos T CD4+ fue muy alto en los 3 grupos en comparacion con los

valores observados en adultos [185, 264-267] (Figura 18).
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Grupo IFN-y’ Grupo 3 P. Grupo IL-2"
(N=13) (N=9) (N=10)
6% 3%

11%

86%

. Q
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O IL-2 @ IL-2/IFN-y B IFN-y

Figura 17. Media de las frecuencias relativas de células IL-2", IL-2"/IFN-y" e IFN-y" en la

poblacion de linfocitos T CD4+ VIH-especificos en los tres grupos definidos.
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Figura 18. Porcentaje medio = E.E.M. de linfocitos T CD4+ VIH-especificos secretores
de IL-2, IFN-y, y ambas citocinas en el total de linfocitos T CD4+ en los tres grupos
definidos.
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Figura 19. Histogramas de la citometria de muestras representativas del grupo con
predominio de IFN-y" (A), grupo con las 3 poblaciones representadas (IL-2", IL-2"/ IFN-
v", IFN-y") (B) y grupo con predominio de IL-2" (C).
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Dado que los TAR fueron similares en todos los nifios, se analizaron distintas
variables inmunologicas y virologicas con el fin de determinar a qué se debian los 3
distintos modelos observados (Tabla 4). El analisis de la varianza (ANOVA) mostrd que la
CV era la unica variable que diferia entre los tres grupos (P<0,001), mientras que la edad
(P=0,702), porcentaje de linfocitos T CD4+ (P=0,744), porcentaje de linfocitos T CD8+
(P=0,243) y valores de TRECs (P=0,981) no diferian entre los 3 grupos. Sélo la CV
resultd ser significativamente mayor en el grupo con predominio de células IFN-y"
(7188022727 copias/ml) con respecto al grupo con predominio de IL-2" (798+296
copias/ml; P<0,001) y el grupo con las 3 poblaciones representadas (923+320 copias/ml;
P<0,001).

Grupo 1IFN-y Grupo 3 P. Grupo 1IL-2"
(TmE) N Tue~Te) (Twmc)
Edad (afios) 10,46+1,14 10,16+0,92 11,51+1,48
Carga Viral (copias/ml) 71880+£22727 * 9234320 7984296
% CD4 26,80+3,64 28,67+3,22 30,39+2,61
% CD8 45,48+3,89 41,92+4,10 36,38+2,83
TRECS (por 10° PBMCs) 15092+4054 16247+4411 15375+4183
% IL-2" 0,124+0,034 0,136+0,027 0,301+0,087
% IL-2"/IFN-y" 0,038+0,014 0,046+0,013 0,016+0,011
% IFN-y" 0,462+0,135 0,097+0,028 0,044+0,016
N 5 9 10

Tabla4. Media £ E.E.M. de las distintas variables en los 3 grupos definidos.
*Unicamente la carga viral fue significativamente distinta entre los 3 grupos, siendo

significativamente mayor en el grupo con predominio de IFN-y" (P<0,001).
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Dado que la presencia de los 3 patrones no se podia explicar por diferencias en las
variables analizadas, se revisaron de forma retrospectiva los datos inmunoldgicos y
virologicos de los ultimos 5 afios. Al tener el seguimiento de los nifios se constaté que los 5
nifios incluidos en el grupo con predominio de IFN-y", eran nifios que en el momento del
estudio tenian un pico de viremia, como se refleja en los dos casos representativos
mostrados en la Figura 20. El grupo que presentaba los 3 tipos de células especificas
correspondia con nifios que en el momento del estudio presentaban baja CV pero que
habian experimentado algun pico de viremia en los Ultimos 1-2 afios. Por ultimo, se
observd que los nifios con predominio de IL-2" habian mantenido controlada la CV al

menos en los ultimos 1-2 afios (Figura 20).
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Figura 20. Seguimiento de carga viral y porcentaje de linfocitos T CD4+ en los 3 ultimos

afios de dos nifos representativos de cada grupo.
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Todo ello apuntaba a que la CV era la variable que podria estar determinando el
patron de células especificas de memoria presentes en los nifios. Para confirmarlo se
analiz6 el efecto de las distintas variables sobre la frecuencia de linfocitos T CD4+ VIH-
especificos mediante un andlisis estadistico de correlacion en el total de los 24 nifios. Los
resultados mostraron una correlacion positiva entre el porcentaje de linfocitos T CD4+ y
los valores de TRECs (P=0,036) coincidiendo con los resultados previos, y solo la viremia
mostrd tener efecto sobre la frecuencia de células especificas apareciendo una correlacion
positiva entre CV y porcentaje de células IFN-y" (P<0,001). Cuando el analisis se realiz6
por separado en los 3 grupos anteriormente descritos, no se observo correlacion alguna
entre la frecuencia de células especificas y el resto de variables en el grupo con predominio
de IL-2" (P>0,05). En el grupo con las 3 poblaciones representadas, se observd una
correlacion positiva entre los valores de TRECs y la proporcion de células secretoras de
IL-2 en el total de células especificas (P=0,050). Finalmente, en el grupo con predominio
de IFN-y" se observé una correlacion negativa entre CV y valores de TRECs (P=0,011) y
entre %CD4 y porcentaje de IFN-y" (P=0,028).

Teniendo en cuenta el seguimiento de los nifios, el andlisis estadistico muestra
ademds que existe una correlacion positiva entre la frecuencia de células IFN-y" y la CV
media del ultimo afio (P<0,001), sin embargo si se tiene en cuenta la CV media de los
ultimos 2 afios esta correlacion no existe (P=0,571). Dentro del grupo de nifios con
predominio de IL-2", que como se ha mencionado han tenido controlada la viremia en el
ultimo afio, se observa que la frecuencia de linfocitos T CD4+ VIH-especificos
correlacionaba positivamente con la CV media de los 2 tltimos afios (% IL-2+: P=0,033;
% IFN-y": P=0,031) pero légicamente, no con la CV media del ultimo afio, que como se ha
mencionado se mantenia en valores muy bajos. Este hecho se puede ver reflejado en los
dos casos representativos, donde se observa que el nifio 6412 presenta los valores mas altos
de porcentaje de células IL-2+ y aunque su CV en el ultimo afio estuvo controlada, si tuvo
valores altos de CV hace 2 anos. Sin embargo el nifo 6413, que tuvo controlada la carga
viral durante mas de 5 afios (en la figura solo se reflejan los 3 ultimos afios) presentd un

porcentaje de células VIH-especificas inferior.
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Production of New T Cells by Thymus in
Children: Effect of HIV Infection and
Antiretroviral Therapy

RAFAEL CORREA AND M. ANGELES MUNQZ-FERNANDEZ

Department of Immunology, Hospital General Universitario “Gregorio Marafién,” Madrid, Spain

The decrease in the number of CD4* T cells during HIV
infection is the result of both peripheral destruction of cells by
the virus and inadequate replacement of these cells. Aging and
HIV infection lead to lower production of new T cells by the
thymus, and, therefore, a complete restoration of the immune
system is not generally achieved in infected adults after antiret-
roviral therapy. Because children have a completely functional
thymus, we addressed the effects of HIV-1 infection on the
production of new T cells in vertically infected children and
whether the decrease of viral load after therapy results in a
restoration of thymic function. To analyze the thymic function,
T-cell receptor rearrangement excision circles were measured by
quantitative PCR. Our results indicate that HIV-infected children

Depletion of CD4™ T cells is a hallmark of HIV infection
(1). Experiments using human fetal thymus tissue implanted
into SCID mice demonstrated that HIV can infect human
thymocytes, leading to their death (2, 3). Therefore, the de-
crease in CD4™" T cells in HIV-infected persons would be the
result of two factors: peripheral CD4™ T-cell depletion by the
virus and insufficient replacement of the destroyed T cells (1).

The thymus, the organ responsible for the maturation and
selection of T cells, undergoes involution with age. It retains,
however, a reduced ability to produce new T cells in adults (4).
This thymic involution with age could be responsible for the
rapid progression of HIV infection in older adults because of
the difficulty of generating new T cells to replace CD4 ™ T cells
destroyed by the virus (5). In contrast, children have complete
thymic function and, therefore, they have the capacity to
regenerate all of the T-cell clones lost due to HIV infection,
leading to a complete reconstitution of the immune system.
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- ABSTRACT

have lower T-cell receptor rearrangement excision circle levels
than age-matched uninfected children, likely due to an inhibitory
effect of HIV on thymic function. Additionally, in some patients,
the decrease in viral load after retroviral therapy allows the
generation of new T cells by the thymus, thus recovering the
normal number of CD4 cells. (Pediatr Res 52: 207-212, 2002)

Abbreviations
TCR, T-cell receptor
TREC, TCR rearrangement excision circles
VL, viral load
ART, antiretroviral therapy
PBMC, peripheral blood mononuclear cells

Because T cells can have a very long life span, it is difficult
to discriminate whether the “naive” T cells present in an
individual are recently produced by the thymus or whether they
arose from the division of cells formed in the first stages of life.
Recently, Douek et al. (4) developed an assay that allows
discrimination of the T cells of recent formation in the thymus
from those of periphery expansion. This new assay was based
on the mechanism by which the repertoire of the TCR is
generated. In the genetic rearrangement of the regions V, D,
and J that produce the a3 TCR (6), the deletion of the TCRD
locus forms some circles of DNA-denominated signal joint
TREC (7, 8). These circles are episomal and do not replicate
during mitosis. Thus, TREC will be present only in recently
produced cells by the thymus and not in those derived from the
division or differentiation of older T cells. Moreover, the
TREC only appears in the cells formed in the thymus and it is
quite unlikely that extrathymic T differentiation can contribute
to their generation (4). Therefore, the TREC constitute an
excellent marker of recently emigrated T cells from the
thymus.

Using this marker of thymic function, we have analyzed the
effect of HIV infection in the production of new T cells by the
thymus in children. Additionally, we have tested whether the
decrease in VL after ART induces a recovery in thymic
function in HIV-infected children.
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208
PATIENTS AND METHODS

Patients. A longitudinal study in eight HIV-infected chil-
dren born to HIV-infected mothers was carried out at the
Department of Immunopediatrics of the General University
Hospital “Gregorio Maraiién™ in Madrid, Spain, between Feb-
ruary 1995 and February 2000. Children were diagnosed as
HIV-1 infected on the basis of positive results in both DNA
PCR and virus culture assays, as previously described (9), and
none were breast-fed. Five out of the eight HIV-infected
children were studied from birth and were compared with 15
age-matched uninfected children born to HIV-infected mothers
as a control group. The remaining three HIV-infected children
were enrolled in the study from their first admission to the
hospital (mean age at entry 18.6 = 8 mo). All infected children
were treated with combination therapy consisting of combina-
tions of two nucleoside reverse transcriptase inhibitors with or
without the addition of a non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor and/or a protease inhibitor. The treatment was pre-
scribed by the treating physician according to Centers for
Disease Control and Prevention guidelines (10) and upon
obtaining written informed consent from parents or legal
guardians. The antiretroviral regimens were chosen on the
basis of prior treatment history and were altered, as necessary,
in response to incomplete virus suppression or undesirable side
effects. The study was conducted according to the Declaration
of Helsinki, and approved by the ethical committee of the
hospital.

VL and T-cell subsets. VL was measured in 200 pL plasma
using a quantitative reverse PCR assay (Amplicor Monitor,
Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), with a sensitivity of
400 RNA copies/mL. T-lymphocyte subsets in peripheral
blood were quantified by direct immunofluorescence using
MAD of the T series and flow cytometry (FACScan, BD
Biosciences, San Jose, CA, U.S.A.), as previously described
9).

The measurements of VL and percentages of CD4"* and
CD8" lymphocytes in the HIV-infected children were per-
formed every 2-3 mo from the birth to the end of the study.

Measurement of thymic function. TREC levels were deter-
mined in the infected children every 2—3 mo from birth to the
end of the study. In the control subjects, TREC were measured
every 2-3 mo from birth to the age of 15 mo.

TREC values were determined PBMC obtained from venous
blood by density gradient separation using Ficoll-Hypaque
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). PBMC
were then washed twice and resuspended in RPMI 1640 (Se-
romed, Biochrom, Berlin, Germany) medium supplemented
with 10% FCS, 2 mM v-glutamine (Flow Laboratories, Irving,
U.K.), 100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin
(Invitrogen, Paisley, Scotland, U.K.). PBMC (10%100 uL)
were lysed by incubation with 100 pg/mL proteinase K (Roche
Molecular Biochemicals, Barcelona, Spain) for 2 h at 56°C and
then for 15 min at 95°C. TREC were quantified in 5 pL of cell
lysate (equivalent to 50,000 cells) by real-time quantitative
PCR with a Lightcycler system (Roche Diagnostics, Mann-
heim, Germany). We used the hybridation probes assay that
consists of one probe labeled at the 5-end with a red fluoro-
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phore and, to avoid extension, modified at the 3'-end by
phosphorylation: LC Red 640-TCACGAGTTGCAATGA-
CAAGTTCAGCC-p; and a second probe labeled at the 3'-end
with fluorescein: GCCCTGTCTGCTCTTCATTCACCGT-FL
(TIB Molbiol, Berlin, Germany). The primers were CACATC-
CCTTTCAACCATGCT and CCCAGGATGGAAAACA-
CAGTG and the PCR reactions contained FastStart DNA
Master Hybridation Probes (Roche Diagnostics), 3.5 mM
MgCl,, 0.5 uM of each primer, and 0.2 uM of each probe.
Conditions were 95°C for 10 min, followed by 95°C, 60°C, and
72°C, each for 20 s, for 45 cycles. A standard curve was made
using the pZero Blunt plasmid (Invitrogen, Carslbad, CA) that
includes a fragment of 375 bp of the TREC sequence supplied
by D. Douek (4). Serial dilutions of the plasmid were amplified
with the samples and a standard curve was plotted to extrap-
olate the number of TREC. Samples were analyzed in dupli-
cates or triplicates, which never varied by more than 10% from
each other, and the result was averaged. A B-globin control
PCR was performed to verify that all the samples had the same
DNA content. All samples from each child were measured in
the same assay to avoid interassay variations.

Statistical analysis. Mean = SE was calculated for the
seronegative healthy children. The comparison between the
TREC levels in HIV-infected and HIV-uninfected groups was
made using the Mann-Whitney U test, because the number of
samples was low in some patients and was not the same for
each patient. The correlation between variables was deter-
mined using Pearson’s correlation coefficient, which describes
the linear relationship between two variables.

RESULTS

The effects of HIV infection on the production of new T
cells and percentage of CD4 were analyzed during the first 15
mo of life. Five vertically HIV-infected children were studied
to determine TREC values and percentage of CD4 in a total of
23 samples at different ages, and the results were compared
with the values obtained from 15 age-matched healthy chil-
dren. The results, shown in Figure 1, indicate that the TREC
content (p < 0.01) and CD4 percentages (p < 0.001) were
lower in HIV-infected children than in uninfected controls.

Next, we analyzed the effect of the ART on TREC values in
the eight HIV-infected children, and how these values corre-
lated with VL and percentages of CD4 " and CD8™ T cells. The
start of a new treatment is represented in the figures as a
vertical line. There was not a statistically significant correlation
between TREC values and VL. Thus, despite an almost com-
plete reduction of VL levels (but always remaining >400
copies/mL) in these children after ART, no significant varia-
tion in TREC was found. However, in some children (patients
1, 2, and 4), the dramatic decreases in VL after initiation or
change of ART were followed by a marked increase in the
TREC levels, and, conversely, the increases in VL after ther-
apeutic failure were followed by a decrease in TREC values
(Fig. 2).

The correlation between ART, VL, TREC, and CD4 T cells
follows two different patterns (Figs. 2 and 3). Some infected
children responded adequately to the treatment after the start or
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Figure 1. Evolution with age of TREC values and CD4 percentages from HIV-infected children. The control line represents the mean * SEM of the 15
HIV-uninfected children. The HIV-infected line represents the data obtained from birth to the age of 15 mo in five HIV-infected children. TREC levels (p <
0.01) and percentage of CD4 (p < 0.001) in HIV-infected children were significantly lower than in the uninfected controls.

switching of ART, with a decrease in VL and a marked
increase in percentage of CD4 (mo 9 in patient 1, mo 29 in
patient 2, mo 41 in patient 8). The children whose CD4 levels
increased were those who previously showed low CD4 values
(<20%), and, interestingly, the increase in CD4 was always
accompanied by a concomitant increase in TREC (Fig. 3). The
remaining children were those having CD4 values >25%, and,
even though ART led to a decrease in VL, no significant
changes in TREC and percentage of CD4 were observed.
Statistical analysis supports this observation showing a signif-
icant correlation between TREC and percentage of CD4 for
patients 1 (»p = 0.020) and 2 (p = 0.005), whereas the
remaining children did not show any significant correlation (p
> 0.05). In addition, in some instances, the decreases in
percentage of CD4 coincide with a decrease in TREC levels,
which in turn were associated with high VL.

Finally, TREC and percentage of CD8 T cells were com-
pared. There was not a significant correlation between these
variables (p > 0.05) (data not shown).

DISCUSSION

In HIV-infected children, peripheral T cells destroyed by the
viral infection may be replaced by naive T cells newly gener-
ated from the thymus, which would allow for replacement of
lost T cells, or by the peripheral expansion of naive and
memory T cells (11). However, HIV can also infect and
destroy human thymocytes (2, 3), thus jeopardizing the capac-
ity of regeneration of new T cells. These effects will be more
easily detected in HIV-infected children because they maintain
complete thymic functionality compared with adults. Our pre-
liminary results support this, showing that TREC levels in
HIV-infected children were lower than those found in healthy
children during the first 15 mo of life. This fact could contrib-
ute, in part, to the lower percentage of CD4 observed from the

birth in the HIV-infected children. Previous results in adults
have also found lower TREC values in HIV-infected patients
(4, 12). These data suggest a direct effect of HIV on thymic
function, which leads to a decrease in the production of new T
cells. An alternative explanation of this fact would be an
increase in peripheral T-cell expansion (i.e. CD8™ T cells) (13,
14) that would dilute the number of TREC in PBMC. However,
in children with functional thymus, a high production of new T
cells exists, and an inhibition of thymic function by HIV will
likely have a stronger effect on the TREC levels than changes
in peripheral T-cell division rates.

A recent study has also found that, in HIV-infected children,
the TREC levels measured in both CD4™ and CD8™ subsets
were lower than those found in control children (14). In that
study, changes in the expansion of peripheral CD8* T cells did
not affect the TREC levels in CD4 " subset, confirming a lower
production of new T cells in HIV-infected children.

Despite of the inhibitory effect of HIV on thymic function,
we found no correlation between TREC and VL. However, in
children with percentage of CD4 <20%, usually associated
with higher VL, the decrease in VL effected by ART led to a
marked increase in both CD4 and TREC. This may reflect a
homeostatic mechanism that increases the production of new T
cells only when the CD4 values are very low, and not when the
CD4 values are adequate. This increase in the thymic produc-
tion will be possible only with very low VL that avoids the
inhibitory effect of HIV on thymus. The new highly active
antiretroviral therapies may allow the decrease of VL to unde-
tectable levels, leading to a more pronounced effect. New
studies will be necessary to elucidate this fact.

We think that what determines a significant increase in
TREC is not VL per se, but rather the existence of a low
percentage of CD4" T cells, which requires a recovery of the
cell population. A marked decrease in VL, even without a
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Figure 2. Evolution of TREC values and VL. TREC per 10° PBMC and VL from the eight children included in the follow-up study are represented. The vertical
lines inside the graph represent the initiation of or change to a new antiretroviral treatment.
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Figure 3. Evolution of the TREC values and percentage of CD4" T cells. TREC per 10° PBMC and percentage of CD4 in the eight children included in the
follow-up study are represented. The vertical lines represent initiation or change to a new antiretroviral treatment. There was a significant correlation (p < 0.05)
between TREC and percentage of CD4 T cells in child 1 and child 2.
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complete suppression, would have an effect on thymus and
would restore the lost T cells.

This hypothesis fits well with the fact that a significant
TREC recovery was only achieved in the three children with
lower TREC and percentage of CD4 at the initiation or changes
of ART. Moreover, the results in uninfected children, although
preliminary, show a decrease in TREC from the second year of
life. Taking this into consideration, the steady production of
TREC in some HIV-infected children probably reflects a truly
higher production than in uninfected children of the same age.
To really confirm this, it will be necessary to carry out larger
studies in uninfected children at different ages.

The increase in CD4" T cells in HIV-infected antiretroviral
treated adults seems to be due to a redistribution of the T cells
from the lymphoid organs or to a periphery expansion of T
cells (15, 16). However, in our group of HIV-infected children,
we observed a significant correlation between this increase in
CD4" T cells and higher TREC levels. This indicates that the
increases in CD4™ T cells in those children are due mainly to
the production of new T cells by the thymus (i.e. naive T cells).
If a redistribution or increase in the division rates of peripheral
T cells was occurring, it would produce a dilution of the new
T cells produced by the thymus, and therefore a dilution of
TREC levels.

The highest correlation with TREC levels was observed with
percentage of CD4 and not with CD8" T cells, probably
reflecting a selective production by the thymus of the subset
depleted by the infection. Moreover, previous studies have
indicated that the increase in CD8" T cells seems to be the
consequence of an HIV-induced expansion and not new thymic
production (17).

In conclusion, ours results, although somewhat preliminary,
suggest that HIV infection produces an inhibition of the thy-
mus function in children. Studies in larger cohorts will be
necessary to confirm this effect at different ages. The decrease
in VL as an effect of ART preventing the inhibitory effect of
HIV on thymic function makes possible the recovery the CD4
population by a homeostatic mechanism. This indicates that the
immune reconstitution in HIV-infected children could be pos-
sible and broadens the hope of new therapeutic strategies for
adults.
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SUMMARY

The objective of this study was to study immune system status in long-term asymptomatic (LTA) HIV-
l-infected children. A cross-sectional study was used, involving HIV-1-infected children over 7 years of
age who were rated into two groups according to their clinical and immunological classification: (a)
LTA: 7 asymptomatic HIV-1-infected children in A1: {(b) Rapid progressor (RP): 14 age-matched C3
HIV-1-infected children. The control group consisted of 17 age-matched uninfected children. The char-
acterization of CD4+ T-cell subsetz was determined by three-colour flow cytometry. The proliferative
response and cytokine production by activated peripheral blood T-cells were also measured. [L-7 levels
were measured in serum. Thymic production of T-cells was quantified by TCR rearrangement excision
circles (TRECs). The LTA children showed similar proliferative responses to PHA, PWM and anti-
CD3+ anti-CD28, but lower responses to tetanus toxoid and streptokinase, in comparison with the
controls but always higher responses in comparison with the RP group. The production of TNF-or and
IFN-y was similar in the LTA and control groups, and both were higher than the levels in the RP
group. The LTA group showed a lower percentage of memory CDd+T-cells (CD4+ CD45RO+,
CD4+ CD45SEA-CDA2L+) than the control and RP groups. The LTA group also showed lower percent-
ages of CD4+ CD7- cells than the controls. As for naive CD4+ T-cells (CD4+ CD4SE A+ CD62ZLA+),
CDd+ CD45RA+ and CD4+ CDE2L+ cells, the LTA group showed higher values than the control and
RP groups. The LTA group showed higher percentages of CD4+ HLA-DR+ CD38+ than the controls,
but lower values than the RP group. In contrast, the LTA group had percentages of CD4+ HLA-DR-
CD38+ T-cells higher than both the control and RP groups, whereas CD4+ CD38+ levels were only
higher in the LTA group in comparison with the controls. CD4+ HLA-DR+ CD38- and CD4+ HLA-
DR+ cell numbers were lower in the LTA group in comparison with the RP group. We found almost nor-
mal values of TRECs and IL-7 in the LTA group, but lower values in the RP group. Moreover, we found
an inverse relation between TREC levels and IL-7 in plasma from HIV-infected children. Asymptom-
atic HIV-1 infected children have a well preserved immune system similar to that of control uninfected
children in spite of HIV-infection for more than 7 years. Moreover, our results identified new markers
of HIV disease, such as TRECs and IL-7, that could be used to monitor disease.

Kevwords HIV-1 children subsets CD44 proliferation cytekine TRECs [IL-7

INTRODUCTION of T-cell function occurs early in HIV infection, when CD4 T-cells
are still within normal ranges, and further decreases as disease
progresses [4,5]. Early immunological signs of HIV immunodefi-
ciency include decreased T-cell proliferation to recall antigens and
allogeneic HLA responses (mixed lymphocyte reaction (MLR)).
as well as impaired antigen specific IL-2 and IFN-y production by
memory CD4+T-cells (CD45RO4+) [4.6.7]. Also, decreased lym-

Correspondence: M' Angeles Muiioz-Fernandez, Laboratory of phocyte proliferation and production of cytokines in response to
Immuno-Molecular Biology, Hospital General Universitario ‘Gre;aorio mitogens such as phytohemagglutinin (PHA ). pokeweed (PWM)

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection causes a
progressive and severe immunodeficiency [1]. In infected chil-
dren, this disease has distinet patterns of disease progression and
is known for its heterogeneous manifestations [2,3]. Impairment

Marafién’ C/Doctor Esquerdo, 46 28007 — Madrid, Spain. and anti-CD3 plus anti-CD28 [4.8,9], all of them more pro-
E-mail: Mmunoz@cbm.uam.es nounced in advanced dizease, have been described. Although
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initial T-cell defects may be accounted for by the selective loss of
memory cells, the function of both naive CD45RA+ and memory
CD45RO+ cells is affected in later stages of HIV infection [7]. The
CD4+ CD45RO+ memory T-cell subset derives from a post-
thymic maturation process from CD4+ CD45RA+ naive T-cells
[10.11]. T-cells also recycle between blood and lymphoid tissues
and then back to blood [12.13] in a process thought to be depen-
dent on L-selectin (CD62L) expression [12,13]. During HIV infec-
tion. a subset of CD4+ T-cells, characterized by a lack of CD7 cell
surface expression, expand in numbers. This CD4+ CD7- T-cell
expansion correlates with disease progression and is associated
with in vivo activation of these cells and an impaired profile of
cytokine production [14]. CD4+ CD7- T-cells reflect a zeparate
and stable differentiation state within CD45R0+ CD45R A- mem-
ory cells occurring late in the immune response [15].

Moreover, HIV disease is characterized by state of chronic
activation, driven by HIV antigen as well as by cytokines released
in antigen independent ways [16]. This activation is associated
with CD4+ T-cell depletion and disease progression [17]. In
adults, immune activation correlates with an increase in T-cells
coexpressing the activation markers CD38 and HLA-DR [18.19].
However, in children. the CD38+ marker is a maturation rather
than an activation marker [20] and its expression on T-cells
decreases over the years. This fact may lead to a misinterpretation
of the meaning of this marker in children, since these cells can be
either immature and/or activated [21-23]. Increased expression of
HLA-DR on T-cells has also been proposed as a progression
marker of HIV infection both in adults [24] and children [25].

The decrease in CD44+ T-cells during HI'V infection is thought
to be the result of both peripheral destruction caused by the virus
and inadequate replacement of destroyed T cells [26]. The thy-
mus, the organ responsible for the production of new T cells,
would allow for replacement of lost cells. It may play a more
prominent role in T cell homeostasis in paediatric than in adult
HIV infection, since children have not yet suffered the natural
thymic involution associated with age. However, several studies
have shown that HIV can infect and destroy thymocytes thus
affecting the thymic function [27] and the production of new
T-cells [28]. During T cell receptor rearrangement in newly
developed T cells, the excised DNA persists episomally as T cell
receptor (TCR) excision circles (TRECs), and TREC+ T-cells
are recent thymic emigrants. Thus, the level of TRECs in periph-
eral blood T-cells is an excellent measure of thymic function in
general [28]. TRECs predominate in CD45RA+ T-cells, confirm-
ing the recent emigration or lack of extensive post-thymic division
of the CD45RA+T-cell subset [28]. It has also been demon-
strated, in HIV-infected patients that high levels of IL-Tin plasma
are associated with low CDd+ T-cells counts, high viraemia and
disease progression [29]. IL-7 is known to be involved in T-cell
development, regeneration and function [30].

Long-term asymptomatic (LTA) adult HIV-infected patients,
remain healthy and they are characterized by a relatively stable
HIV-specific effector repertoire, undetectable viral load (VL),
normal CD44 T-cell counts, a strong neutralizing antibody
response, and by vigorous inhibitory CD8+ T-cells [31-33]. How-
ever, similar studies have not been performed in children. Thus,
the aim of this study was to analyse the immune status, determin-
ing the number and functional activity of T-cells, CD4+ subsets,
proliferation in response to antigens and mitogens, and levels of
cytokine production in a group of vertically LTA HIV-1-infected
children characterized by 7 or more years of documented HIV

infection. The children were not suffering any HIV-related dis-
ease, were not under antiretroviral therapy with protease inhibi-
tor and most importantly had T-cell CD4+ counts 2600 cell/mm*.

PATIENTS AND METHODS

Study population

Twenty-one infants born to HIV-1-infected mothers were studied
at the Unidad de Inmuno-Paediatria del Hospital General Uni-
versitario ‘Gregorio Marafion” in Madrid, Spain. All infants were
diagnosed as HIV-1-infected on the basis of positive results in
both DNA-PCR and virus culture assays, as previously described
[34]. A cross-sectional study was performed, consisting of the
characterization of CD8+ T-cell subsets in HIV-infected children
over 7years of age. Children were separated into two groups
according to their clinical and immunological classification: (a)
LTA; Asymptomatic HIV-1-infected children with seven or more
years of documented HIV infection, no HIV-related disease, sta-
ble CD4+T-cell counts of 2600 cell/mm®, none were receiving
antiretroviral therapy with protease inhibitor. (by RP: Age-
matched symptomatic HIV-1-infected children with CD4+ T-cell
counts <250 cell/mm* CDC Class 3C disease. and treatment
failures. We also studied 17 age-matched uninfected children as
controls.

Drugs were prescribed by the attending paediatrician accord-
ing to CDCP guidelines [35] upon obtaining written informed
consent from legal guardians. Clinical and immunological classi-
fication was based on the 1994 revised guidelines of the Centers
for Disease Control and Prevention (CDCP) [36] and were mea-
sured after obtaining written informed consent from parents or
legal guardianz. The study was conducted according to the decla-
ration of Helsinki and approved by the Ethical Committee of our
hospital.

Ouantitative HIV-1 RNA assay

Blood samples were collected in EDTA tubes, separated within 4
h and the plasma stored at —70°C. VL was measured in 200 ul
plasma using a quantitative reverse transcriptase PCR (RT-PCR)
assay (Amplicor monitor, Roche Diagnostic Systems, Branden-
burg, NJ, USA).

Proliferative assays and cytokine production
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were seeded in 96-
well flat-bottom microtiter plates (2 x 10°/200ul per well) in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% of fetal calf serum.
PBMC were stimulated with 1 pg/ml of PHA (Murex Biotech
Limited, Dartford, UK), or 1 gg/ml of monoclonal anti-CD3 anti-
body (SPV3Tb) plus 1 pg/ml of monoclonal anti-CD28 antibody
(L-293, Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San José,
CA, USA), or 4 pyg/ml of PWM (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, USA). In addition, we studied proliferation in response to
the following antigens: 1 yg/ml of recombinant p24 HIV-1 (Pro-
tein Science Corporation, Meriden, CT, USA), 100 IU/ml of
streptokinase (SK) (Kabikinase® Pharmacia & Upjohn, S.A., Sant
Cugat del Valles, Barcelona, Spain), and 0-5 Lf/ml of tetanus tox-
oid (TT) (NIBSC, Mill Hill, UK). We also studied the prolifera-
tive responses of PBMC to a mixture of mitomycin-treated
PBMCs from 6 unrelated donors (MLR, ratio responder: target
L:1).

The cultures were incubated at 37°C and maintained in an
humidified atmosphere containing 5% CO, After 3 days of
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culture with a mitogenic stimulus, and 6 days of culture with an
antigenic stimulus, 50% of the culture supernatants were har-
vested and stored at =70°C and the wells were replenished with an
equivalent volume of fresh medium with 1 pCi[*H]-Thymidine
{Amershan, Buckinghamshire, UK). Cell proliferation was esti-
mated by incorporation of [*H]-Thymidine into DNA during the
last & h of culture. The cells were harvested in glass fibre filters in
an automatic cell harvester (Titertek Cell Harvester, Skatron,
ALS., Flow Laboratories, Lier, Norway) and radioactive incorpo-
ration was measured in a liquid scintillation spectrometer (1450
Microbeta Trilux, Wallac, Turku, Finland). The assay was carried
out in quadruplicate. The results were expressed as ‘lymphocyte
stimulation index” (see statistical analysis).

Cytokine production was quantified in the supernatants of the
cultures of PBMC stimulated with PHA. We have used commer-
cially available ELISA assays, according to the manufacturer’s
instructions: IL-5 (Bio Source International, Camarillo, CA,
USAY), TNF-a, and IFN-y (Bender Medical Systems Diagnostics,
Vienna, Austria). Concentrations were assayed in triplicate.

Quantification in plasma samples of IL-7 levels was done
using commercially available ELISA assays and according to
the manufacturer’s instructions {Quantikine HS human IL-7 kit:
R & D Systems, Abingdon, UK). Samples were assayed in tri-
plicate. All values were inside the range of the standard curve
(0-16 pg/ml).

Quantification of CD4+ T [vmphocyte subsets

Total counts and percentage of CD4+ and CD8+ T-cells were
analysed by TRUCOUNT™ (Becton-Dickinson Immunocytom-
etry Systems) in whole blood, whereby cells were selected by
means of an SSC gate against anti-CD45 [37]. following the
manufacturer’s instructions. The acquisition was carried out
in a FACSCalibur cytometer (Becton-Dickinson) using the
CELLQuest (Becton-Dickinson) acquisition program immedi-
ately after cell staining. TRUCOUNT™ Control Beads were
routinely used as a quality control.

The monoclonal antibodies used for the analysis of CD4+
T-cell subsets were conjugated with Fluorescein-isotyocianate
(FITC) (anti-IgG1, anti-HLA-DR, anti-CDMSRA, anti-CD38,
anti-CD7), Phyceeritrin (PE) (anti-lgG1l, anti-CD45RO, anti-
CD6ZL, anti-HLA-DR., anti-CD28), and Peridinin Chloropyll
protein (PerCP) (anti-CD4). The monoclonal antibodies were
obtained from Becton-Dickingon Immunocytometry Systems,
except anti-CD38 (Immunotech, Marseille, France). Three-colour
phenotypic characterizations of lymphocytes were performed by
flow cytometry, using whole, lysed and washed blood [38]. Naive
CD4+T-cells were defined as CD62L+ and CD45RA bright T
cells (CD4+4 CDASEAR/CDAZL+). Memory cells were defined
as CD4+ CD45RO+, CD44 CD7-, or CD4+ CD45RA-CD62L+
T-cells. Activated T-cells were defined as CD4+ HLA-DR+
and CD4+ HLA-DR+ CD38+ 0. Memory-activated CDd4+ were
defined as CDd+ CD45RO+ HLA-DR+ 0. CD4+ CD38+ are
mostly naive CD4+ T-cells [20]. Acquisition was performed in a
FACScan (Becton-Dickinson) cytometer using the Lysis I1 soft-
ware (Becton-Dickinson) within 2 h of cell staining. The optimal
parameters for acquisition (detector sensitivity, detector amplifi-
cation and compensation) were determined periodically using
Calibrate (Becton-Dickinson) and the AutoComp (Becton-
Dickinson) programs. Five thousand (5000) events were compiled
using a collection gate for CD4+ T lymphocytes. The gate was
defined using the low SSC and high expression of CD4 [21.37].

Data was analysed using the Lysis II analysis program (Becton-
Dickinson). Appropriate isotypic controls (IgG1-FITC: 1gG1-PE)
were used to evaluate nonspecific staining, which was deducted
from the obtained results.

Quantification of TCR rearrangement excision circles

Thymic function was studied by gquantifving a highly specific
marker for T cells recently produced by the thymus, named TCR
rearrangement excision circles (TRECs). The TREC values were
determined in PBMC by real-time quantitative PCR in a Light-
Cycler system (Roche Molecular Biochemicals) as previously
described [39]. Samples were analysed in duplicate or triplicate,
never varied by more than 10% from each other, and the result
were averaged. A f-globin control PCR was performed to verify
that all the samples had the same DN A content. All samples from
each child were measured in the same assay to avoid interassay
variations.

Statistical analysis

In all analyses, VL was transformed to log -scale in order to nor-
malize their distribution. Cytokine production of PBMC stimu-
lated by PHA were corrected subtracting the values of cytokines
of unstimulated PBMC. Proliferation of PBMC is expressed as
adjusted stimulation indexes (SI)

_ proliferation of PBMC with mitogen or antigen

SI
Spontaneous proliferation of PBMC

Differences in characteristics between infants were analysed
using non-parametric tests because of the small sample size or the
free distribution of data (the data did not come from normalized
populations and with the same variances). The Mann-Whitney
U test was used to compare differences between groups studied.

RESULTS

Characterisiics of the HIV-infected children

Twenty-one HIV-infected children were studied in a cross-
sectional study. Children were rated into two groups (see study
population). The immunological, virological and clinical
characteristics of the different groups at entry to the study are
described in Table 1. The HIV-children of LTA group had higher
values of CD4+T-cell percentages and counts, and lower
CD8+ T-cell levels than those in the RP group. Only the CD4+T-
cell count in the LTA group was similar to that of the control
group. Most (85-7%) of the HIV-children in the LTA group had
undetectable WL, in contrast to 28-6% with undetectable levels in
the RP group. All the HIV-children of the RP group were on
HAART.

Functional aciivity of T-cells

To analyse the functional status of T-cells, we tested proliferation
and cytokine production of PBMC in response to mitogens and
antigens. PBMC from LTA children showed similar proliferative
responses to mitogenic stimuli as compared with those from the
controls, as measured by stimulation indexes to PHA, PWM and
anti-CD3+ anti-CD28. However, the LTA proliferative responses
were higher than those of the RP group (Table 2). In the same
way, LTA children showed similar MLR to the controls, but
higher responses than the RP group. In contrast, PBMC from
LTA children showed lower proliferative responses to specific
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Table 1. Immunological and virological characteristics of the HIV-1-infected infants
Control LTA RP
No. HIV-1 children 17 7 14
Age (years), (mean % se.m. (range)) 125206 (72;16:0) 109+14 (7-5:169) 116 £0-8 (77174
Immunological characteristics, (mean + se.m. (range))
% CDd4+ H0£15 (324511 M5£17 (267, 38.6)%* 91£18 (12,217
CDé4+ T/mmy? 10720138 (557:2097)  9350£ 806 (657; 1298) 13304178 (9:225)%%%
Y% CDE+ 41213 (195347) B6U£25 (28-7:454)%* 6l-2+42 (37:6; B6-5)*+
CD&+ T/mm’ 582.0 £ 86 (262; 1198)  991.0+£102  (760; 1370)* 11290215 (356,2791)**
Virological characteristics
Log,, VL (copies'ml), (mean + s.e.m. (range)) - 248+ 008 (2.30;2:88) 3E3 035 (2:30; 540)
Undetectable VL (<400 copiesiml) 6 (B5-7%) 4 (28-6%)1
Anti-retroviral therapies
NT - 2 -
MT - - -
CT - 5 -
HAART - — 14

VL: viral load. HIV-1: Human Immunodeficiency virus type-1. NT: Mot treated; MT: Monotherapy; CT: Combination therapy, HAART: highly active
antiretroviral therapy. Differences with control group (* P <0-05; **P < (0-01). Differences significant with LTA group (1P <0:05; $P <001).

Table 2. Summary of proliferation and eytokine production by PBMC of HIV-1-infected children

#*Palue for difference between

Control LTA RP LTA and control RPF and control LTA and RP

5. of mitogenic stimulus

PHA 1306 £ 203 10364259 5234172 0299 0003 0030

PWM 709462 26-5£ 8.5 123+31 0681 0007 0115

aCD3+aCD28 111-4 £138 11404287 676+ 19-8 0-758 0014 0067
51 of antigenic stimulus

T 46-5 £ 147 11-8+44 0-82 +0-15 0051 (0-000 0005

SK 127+149 34+19 (-89 + 0-17 0026 0001 0-366

p2d Ag - 20+ 0-87 085 + 0-19 - - 02949

MLR 51-4£99 420+ 104 139+ 282 0-609 0009 041
Cytokine productionf

IL-5 113.0 £ 48 123.0+£113 520431 0-456 0-489 (-689

TNF-e 1590.0 +371 1310.0 + 267 33504130 0864 0003 04008

IFN-y 4018.0 £992 3379.0 + 1076 1057.0 + 670 0864 0-006 04012

PHA, Phytohemagglutinin; PWM, Pokeweed; aCD3, anti-CD3.; aCD28, anti-CD28. TT, tetanus toxin; SK, streptokinase; p24 Ag, p24 antigen, MLR.,
mixed lymphocyte response.

tAfter PHA stimulation. LTA, long-term asymptomatic HI'V-infected children. RF, rapid progressors HIV-infected children. Control, age-matched
HIV-negative healthy children. Values are expressed as mean + se.m. *Difference between LTA, RF. and Control (level of significance).

antigenic challenge (SK and TT) than the controls, although those
responses were still higher than those of the RP group.

Cytokine production in the LTA and RP groups, in the same
cultures, was differentially affected. Thus, the production of TNF-
o and [FN-yin LTA samples was higher than RP. but similar to
that of the controls { Table 2. Summary of proliferation and cytok-
ine production by PBMC of HIV-1-infected children. ).

CD4+ T-cell subsets

MNext, we evaluated naive, memory and activated T-cells. The
LTA group showed lower values of memory CDd4+T-cells
(CD4+4 CD45R O+, CDd+ CD45RA-CD62L+) than the controls,
except for the CD4+ CD45RO+ HLA-DR+ subset whose levels

were similar between the two groups. On the other hand, the RP
group had a higher percentage of all 3 subsets, CD4+ CD45R O+,
CD4+ CD45RO+ HLA-DR+ and CD4+ CD4SRA-CD62L+T-
cells than both the LTA children and the controls. The LTA group
showed lower percentages of CDd+ CD7- than both the control
and RP groups but the LTA group had similar values of
CD4+ CD28-CD7- T-cells in comparison with the controls.
Regarding naive CD44T-cells (CD4+ CD45RA+ CD62L+),
CD4+ CDASEA+, and CD4+ CD621L+ the LTA group showed
higher values than both the control and RP groups (Table 3).
The LTA group showed higher percentages of circulating acti-
vated CD4+ HLA-DR+ CD38+ cells than the controls, and lower
values than the RP group. In contrast, the LTA group had values
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Table 3. Percentages of CD44+ T-cell subsets in HIV-infected children
*Pvalue for difference between
Phenotype Control LTA RP LTA and control RF and control LTA and RP
Memory/naive
CD4+ CD45RO+ HLA-DR+ 34 204 32£04 22£59 0962 0000 04000
CD4+ CD45RO+ 509+39 337433 TLO+ 64 0-005 0042 0001
CD4+ CD45RA-CDE2L+ 354 +13 2804232 47-8+32 0019 0005 04000
CD4+ CD7- 11-2£13 61 %10 24370 0018 0371 04005
CD4+ CD2E- 18 +09 0-8+0-3 11.9+65 0-432 0371 04070
CD4+ CD28-CD7- 10 +0-6 06 £0-3 11-3+64 0530 0310 0109
CD4+ CD45R A+ CDA2L+ 463 +£2.9 65129 283+ 65 0001 0212 0000
CD4+ CD28+ 98-3 09 99-2x0-3 B8 1£6:5 0432 0371 04070
CD4+ CD45R A+ 470429 654 29 293+ 65 0001 0192 0000
CD4+ CDA2L+ 1T +2:1 940 £ 09 762+ 46 0-000 0752 04000
Activated
CDd+ HLA-DR+ CD38+ 1502 35410 281+ 54 0005 0000 0000
CD4+HLA-DR-CD38+ 608 £26 757217 26458 0001 0074 04000
CD4+ HLA-DR+ CD38- 2503 1902 121424 0230 0000 0000
CD4+ HLA-DR+ 30204 54%12 260 0230 0000 04000
CD4+ CD38+ 62327 T91+18 To-6+49 0001 0084 0-585

LTA, long-term asymptomatic HI'V-infected children. RF, rapid progressors HI'V-infected children. Control, age-matched HIV-negative healthy
children. RFL relative fluorescence intensities. Values are expressed as mean * s.e.m. *Difference between LTA, RF and Control (level of significance).

of CD4+ HLA-DR-CD38+ T-cells higher than both the control
and RP groups, whereas the percentages of CD4+ CD38+ cells
were higher in LTA children than the controls. Both subpopula-
tions of activated cells (CD4+ HLA-DR+ CD38- and CD4+
HLA-DR+) were lower in LTA than RP children (Table 3).

Thymic funciion and regulation of lymphopoiesis

To assess the effect of HIV-1 infection on the thymus, it is impor-
tant to compare thymic function in early and late stages of HIV-
1 infection with age-matched controls. In such analysis, the LTA
group showed values of TRECs (median: 10804) not significantly
different from the controls (median: 13720) but much higher than
the RP group (median: 783) (Fig. 1). On the other hand, plasma
levels of the haematopoietic cytokine IL-7, were much higher in
the RP group than in uninfected controls. Interestingly, LTA had
low values similar to those of the controls (Fig. 1).

DISCUSSION

Disease non-progression has been observed in a small percentage
of children with vertically transmitted HIV-infection [2.3]. Here,
we have analysed the immune status of a group of vertically HIV-
infected children with 7 or more years of documented HIV-infec-
tion, stable CD4+T-cells, no HIV-related disease, and none under
antiretroviral therapy with protease inhibitor. This type of study is
necessary because it may help to define the pathogenesis and evo-
lution of the HIV infection in children, essential since HIV-1
infection in children shows several characteristics distinct from
those in adults [2,3].

Among the first abnormalities noted in HIV-infection func-
tion is a loss of proliferative CD4+ T-cell responses to common
recall antigens such as TT, azsociated with decreased IL-2 produc-
tion. This is followed by defects in T-cell proliferative responses to

alloantigens. Subsequently, with the continued decline in CD4+ T
cells, defects in response to mitogenic stimulation as PHA, or
PWM occur [4]. The LTA children conserved T-cell proliferative
responses to alloantigens, but not to common recall antigens.
Thus, these results can be interpreted as indicating that LTA chil-
dren remain stabilized in the early stages of HIV-1 disease. On the
other hand, the RP group had high values of memory and acti-
vated CD4+ T-cell subsets that are highly differentiated and show
low proliferative capacity [40]. However, the LTA and RP groups
did not display significant differences in the specific response to
HIV-antigen. The almost normal proliferative response pattern to
mitogenic and antigenic stimulation by the LTA group may be
due to the almost normal numbers of naive, memory, and acti-
vated CD4+T-cell subsets in these children.

The dramatic decrease of CD4* T cell numbers during HIV
infection may be ascribed not only to the peripheral CD4* T cell
depletion caused by the virus. but also to an inadequate replace-
ment of the destroyed T cells [26]. T cells may be replaced by
newly produced naive T cells from the thymus or by the periph-
eral expansion of naive and memory T cells [41]. HI'V can infect
and destroy human thymocytes [42.43], and HIV infected individ-
uals have a number of thymic abnormalities including atrophy,
reduced mass [44] and severe depletion of thymocytes [4], thus
jeopardising the capacity for regeneration of new T cells. Such
effects will be more easily detected in HIV-infected children,
because due to their age they maintain a complete thymic func-
tionality as compared to adults, and therefore, the differences
between infected and uninfected children are expected to be
greater. The dramatic different between the RP and the control
groups with respect to TREC levels further supports this. Inter-
estingly, LTA children had TREC values very close to those of the
controls indicating a normal thymic function. This may explain
why all other immunological parameters are well preserved. In
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controversy surrounds the proposed dominance of Type 2-like
responses during progression of HIV disease [48]. We have found
similar values of IL-5 (a type 2 cytokine ), TNF-a, and IFN-y (type
1 cytokines) production by PBMC from LTA and control PEMC.
Thus, the LTA group had conserved both Type 1 and Type 2-
responses. In contrast, PBMC from the RP group showed a dimin-
ished production of TNF-a and IFN-y. Although, this can be
explained by the lower proliferative ability of PBMC from the RP
group. the production of IL-5 was not depressed to the same
extent as proliferation. This somewhat supports the skewed type 2
response in HIV-1 infection [49].

In addition to functional alterations, T-cells from HIV-
infected individuals manifest a variety of phenotypic abnormali-
ties. Among those, the percentage of activated CD4+ CD25+
T-cells is reduced compared with uninfected individuals [50].
CD28- Tcells do not proliferate to activation signals, including
anti-CD3 monoclonal antibodies or mitogens, and express mark-
ers of terminal activation (HLA-DR, CD38, and CD45RO} [51].
Children of the RP group had higher numbers of activated and
memory CDd+ T-cells which correlates with the lower prolifera-
tive responses observed in those children. During chronic HIV-
infection, an increase in CD45RO expressing memory T-cells and
a loss of naive, CD45R A-expressing cells has been observed [52].
Children of the LTA group had similar naive CD4+ T-cell subset
levels as those seen in the controls. This may indicate a control of
viral replication that means naive T-cells can avoid becoming acti-
vated and/or memory CD4+ T-cells [53]. By contrast, the lower
naive CD44+ T-cell percentages observed in the RP group could
either be ascribed to the preferential destruction of naive T-
lymphocytes infected by HIV-1 as thymic precursors [27,534], or to
the lack of generation of new cells as a consequence of thymic
atrophy secondary to HIV-1 infection [43]. However, the fact that
the RP group had a greatly reduced TREC numbers indicates that
T-cell generation in the thymus is severely impaired in those
children.

HIV-infected patients have a high proportion of T-cells that
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Fig. 1 {a) TREC values and (b) IL-7 concentrations in the HIV-infected
children. LTA: long-term asvmptomatic HIV-infected children. BF: rapid
progressor HIV-infected children. Control: age-matched HIV-negative
healthy children. Differences with Control group (*F < 0:05; **F < 0:01)
by U-test of Mann-Whitney. Differences with RP (1F < 0:05; 1P < 001).

addition, we have found similar low levels of IL-7 in the plasma of
both the LTA and control groups. In contrast, the RP group had
much higher circulating IL-7 levels. Similar high levels have been
previously described in HIV-1 infected symptomatic children and
adults [29,45.46]. Such elevated levels in HIV-1-infected patients
have been interpreted as being part of a homeostatic mechanism
in response to T-cell depletion [29], since IL-7 is required for T-
cell differentiation in the thymus. Our results are in agreement
with this idea since in LTA children there was no CD4+ depletion
and IL-7 levels were normal. More interestingly, our data show
for the first time an inverse relation between TREC levels and IL-
7 plasma levels in HIV-infected children. Thus, despite HIV-1
infection. the presence of normal thymic function is asseciated
with a lack of IL-7 elevation.

Although it is clear that the Type 1 limb of cellular immune
responses is impaired during the course of HIV infection [47.48],

express CD38 and HLA-DR [22.25] which is associated with
worse prognosis, decreased CD4+ T-cell numbers and increased
WL [22]. The LTA group had almost similar values of activated
CD4+ T-cells (HLA-DR+ CD358+ and HLA-DR+) to those of the
controls, possibly due to a low level of viral replication. Howe ver,
in children, high CD38 expression on CD4+ T-cells is not a good
prognostic marker [2555] being a marker of immaturity
expressed on cells with a naive phenotype instead [36]. It could be
used as a marker of preserved immune status rather than activa-
tion, since its decrease is associated with immunodeficiency
[21.25]. In this regard, the LTA group had percentages of
CD4+ CD38+ and CDd4+ HLA-DR-CD38+ T-cells higher than
those of the controls, although the absolute counts of these T-cells
subsets remained similar to those of the controls (data not
shown). In contrast, the persistence of high percentages of acti-
vated CD4+ T-cells is a marker of viral replication and activation
of the immune system in HIV-infected children of the RP type
[21].

In summary, long- term asymptomatic, HIV-infected chil-
dren, who have stable CD4+T-cell counts and no HIV disease
progression despite several years of HIV infection, have low
VL that ensures the thymic production of naive CD4+ T-cells
is preserved. Furthermore, T cell function is very close to nor-
mal, with low levels of activation, and plasma IL-7 levels in
the normal range. Moreover, besides the classic markers of
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HIV-disease (CD4, VL, CD45RO, CD45RA, HLA-DR, cytok-
ines, etc.), other markers such as TRECs and IL-7 could be
used as indicators of disease progression according to our
results.
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CONCISE COMMUNICATION

Viral phenotype affects the thymic production of new T
cells in HIV-1-infected children

Rafael Correa and M? Angeles Munoz-Fernandez

Objective: To determine whether viral phenotype has any effect on thymic production
of new T cells in HIV-1-infected children.
Design: Differences in CD4+ T-cell counts and a marker of thymic output [T-cell
antigen receptor (TCR) rearrangement excision circles (TRECs)], between HIV-1-
infected children with non-syncytium-inducing (NSI) and syncytium-inducing (S} viral
strains were determined.
Patients and methods: A cross-sectional study in 90 samples from vertically HIV-1-
infected-children (median age 4.9 years) treated with combination therapy, and a
longitudinal study in three children that underwent a change from NSI to SI phenotype
were carried out. Viral load, viral phenotype, CD4+ T-cell counts, and quantification
of TRECs values were determined.
Results: Children with S1 virus showed significant lower levels of CD4+ T cells and a
lower thymic production of new T cells than children with NSI. These reductions were
independent of the treatment and the age of the children. However, there were no
differences in viral load with the phenotype between those groups. In children with
both NSI and Sl viral phenotype, there was a significant comrelation between CD4+ T-
cell counts and TRECs values.
Conclusion: The decrease of CD4+ T cells in presence of T-tropic viruses would be
mainly due to a lower production of new CD4+ T cells as consequence of the
inhibitory effect of these T4ropic strains on thymic function. This effect is not due
either to the amount of circulating virus or to the replication kinetics of those strains,
but rather depends on the ability of T-tropic viruses to infect T-cell precursors using
CXCR4 receptors, which are highly expressed in immature thymocytes.

@ 2001 Lippincott Williams & Wilkins
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Introduction destroyed T cells [1]. The thymus s the orgn

responsible of the production of new T cells, which
The decrease in CD44 T cells during HIV infection is would allow for replacement of lost clone. It may play
thought to be the result of both peripheral destruction a more prominent role m T-cell homeostasis 1n
caused by the virus and an inadequate replacement of paediatric than in adult HIV infection, as it has not yet
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suftered the natural invelution associated with age.
However, several studies have shown that HIV can
infect and destroy thymocytes affecting the thymic
function [2] and the production of new T cells [3].

HIV-1 wvanans exhibit disunce biological propertes,
such as cellular tropism, ability to induce syncyna, and
the rate/extent of replication, and these have been
shown to play an important role in the pathogenesis of
AIDS. In the asympromatc phase of infection, macro-
phage tropic (M-tropic) non-syncytium-inducing (NSI)
strains are predomunantly isolated [4], whereas progres-
sion to AIDS in children, as in adules, 15 often
associated with the appearance of fast replicating, T-cell
line-tropic (T-tropic), syncitium-inducing (SI) strains
[4.5]. However, there are no data about the influence
of wviral phenorype in the effect of HIV on thymic
function. Thus, 1t 15 temptng to speculate that the
rapid CD44 T-cell depletion associated to the presence
of SI wvartants, could be due to a greater inhibitory
effect of this SI vanant on the thymic function and so,
a lower capacity for restoring the lost T cells. To test
this hypothesis, we studied the correlation of wiral
phenotype and replication kinetuc with the production
of new T cells.

Methods

Patients

A cross-sectional study was carried our ar the Labora-
tory of Immuno-Molecular Biology of the General
Umversity Hospital ‘Gregorio Maraion” . Madnd,
Spain, on 90 samples from HIV-infected children born
to HIV-infected mothers. Median age was 4.9 years
(range 0.3-10.8 vears). Four NSI and two SI samples
came from children recewving highly acave antretrovir-
al therapy and all other samples were obtained from
children who were teated with combination therapy
consisting of combinations of two nucleoside reverse-
transcriptase inhibitors. The chinical status by CDC
classification of the children was: NSI samples: 35% A,
35% B and 30% C; SI samples: 3% A, 52% B, 45% C.

In addiion, a longitudinal study was carried out on
three different vertically HIV-infected children treated
with combination therapy (5 months old, 9 months old
and 10 vyears old, respectvely) ac the tme of switch
from NSI to 51 phenotype.

Quantitative HIV-1 RNA assay

Viral load was measured in plasma using a quantitative
reverse polymerase chain reaction (PCR) assay (Ampli-
cor Monitor; Roche [Diagnostics Systems, Indianapolis,
Indiana, USA), with a sensitivity of 400 RNA copies/
ml.

Quantification of T-cell subsets in peripheral
blood

T-lymphocyte subsets in peripheral blood were quanti-
fied by direct immunofluorescence using monoclonal
antbodies of the T series and flow cytometry (FACS-
can; Becton-Dickinson, San Jose, California, USA).

Determination of the viral phenotype

The kineucs of replication of HIV 1solates were
determined by co-culturing peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC) from patients with HIV and an
equal number of PBMC from healthy donors as
previously described [5]. Brefly, donor PBMCs were
pre-treated with phytohaemagglutinin (PHA) (Difco
Laboratories, Inc., Detrow, Michigan, USA). Fresh
PBMC and interleukin (IL)-2 were added to the
culture once a week and supernatants were collected
and tested for the presence of p24 HIV-1 anagen with
the wse of a commercially available kit (Innotest HIV;
Innogenetics N.V., haven, Zwijnaarde, Belgium). The
HIV isolates were operatively defined as rapid replica-
tion output rapid/high (R/H) when p24 antigen was
detected in PBMC supernatants as soon as 3 days after
beginning of culture, and if they pemsistently produced
p24 levels higher than 200 pg/ml i culture. By
contrast, HIV-1 slow/low (S/L} 1solates had a lag phase
of more than 7 days and thereafter produced consis-
tently low p24 levels (<2 200 pg/ml).

To determine the SI phenotype, supematant from
infected PBMC cultures were co-cultured with the
MT-2 cell line. Twice a week, the MT-2 cells were
observed for syncytium formation under light micro-
scopy and the culmre supernatants were tested for
HIV-1 p24 antgen production [5]. We considered an
isolate as SI when both formations of syncytia under
light microscopy was observed and p24 antgen pro-
duction in the culture supernatants was  detected.
Moreover, as the MT-2 cell line expresses CD4 and
the CXCR4 coreceptor, but no CCRS5, the X4 but
not R5 strains infect the MT-2 cells. Thus, this cell
line can be useful for differentiating the CXCR4-using
or Sl from CCR5-using or NSI strains. VIHparn (R5
or NSI) and VIHp 4 (X4 or SI) were used as controls

Quantification of T-cell antigen receptor
rearrangement excision circles

The values of T-cell andgen receptor (TCR) rearran-
gement excision circles (TRECs) were determined in
PBMC by real-tume quandtative PCR in a LightCycler
system (Roche Molecular Biochemicals). A standard
curve was made using a plasmid cthat includes a
fragment of 375 base pairs of the TREC's sequence
supplied by D. Douek [3]. Samples were analysed in
duplicates or triplicates, which never varied by more
than 10% from each other, and the result was averaged.
A [-globin control PCR was performed to venfy that
all the samples had the same DNA content. All samples
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from each child were measured in the same assay to
avold inter-assay variations.

Statistics

The statstical correlation of phenotype with the differ-
ent variables [CD4 percentage, viral load and TRECs]
was determined using the Student’s t-test for equality
of means, and Pearson’s correlation coefficient was used
for correlainon berween variables. Moreover, the corre-
lanon of phenotype with the vanables was also analysed
using multiple linear regression analysis including the
effects of reatment and age as covariates.

Results and discussion

We assessed the relationship berween wviral phenotype
and CD4 percentage, viral load and TRECs levels
(Table 1). In children with SI wviral phenotype, the
CD4 percentage and TRECs wvalues were significantly
lower (about one-half) than the wvalues for children
with NSI viral phenotype (P << (L001). This result did
not change when the effect of anuretroviral treatment
was included in the analysis. When age was used as
covariant, TRECs continued to be significantly lower
in children with SI phenotype (P <<0.05) and CD4
percentage was scarcely affected by the age (P<
0.005). Thus, even age has some effect, mainly in
TRECs walues. The statsocal analysis contnued to
show that SI phenotype is associated with a lower
producton of T cells and lower levels of CD4 cells.

However, wviral load was not significantly different
between NSI and SI groups in according with other
studies in patients eated with reverse transcriptase
inhibitors [6]. No significant differences existed i CD4
percentage, viral load and TRECs berween children
with wiral ssolates with S/L and R/H replication
kinetics (Table 1). These resuls suggest an inhibitory
effect of SI viral phenotype on the producnon of new
T cells, which 1s independent of viral load and wiral
replication kinetics.

When individual TRECs wvalues were plotted against
CD4 percentage as a funcaon of the viral solates SI or
NSI, a highly significant correlation (<< (L001) was
found between CD4 percentage and TRECs m chil-
dren with both NSI and SI viral phenotype (Fig. 1a).
These dara indicate that in children whose thymus is
completely functional, CD4 changes throughout HIV
infection would be mainly due rto differences in the
producton of these cells by the thymus and not w a
redistribution or peripheral expansion of T cells as
occurs in adules [7].

I'o confirm whether the occurrence of SI virus strains
influences thymic function, we performed a follow-up

Table 1. Relationship between viral phenotype and CD4 percentage
(%CD4), viral load (VL) and T-cell antigen receptor (TCR) rearrange-
ment excision circles (TRECs) levels.

Viral features n Mean
e CDd MNSI Total 57 3354 +£15.63
SL 29 3057 £ 14.87
RH 27 34.63 £18.15
St Total 33 14.05 + 15.99%**
SL 5 1479 +13.21
RH 25 1552 +£16.93
Log VL MNSI Total 57 4.29 + 0.97
SL 29 4.37 + 1.08
RH 27 4.27 +0.83
sl Total 33 4.44 £ 0.89™
SL 5 4.74 + 058
RH 25 4.47 + 0.89
TRECs MNSI Total 55 12769 + 8348

SL 27 11413 = 7987
R/H 27 13158 = 9182

SI Total 33 5759 + 5739%*
SL 5 4225 + 3526
R/H 25 6606 = 6157

NSI, nonsyncytium-inducing; SI, syncytium-inducing; S/, slowlow;
RMH, rapidhigh. ***values in NSI and SI groups are significantly
different (P <0.001). ™, values in NSI and SI groups are not
significantly different. There were not significant differences between
S/L and RH groups.

study 1n three HIV-infected children wich different
CD4+ T-cell counts. Interestingly, in the three chil-
dren, the switch from NSI to SI viral phenotype was
followed by a marked decline of TRECs, and in
children 1 and 2 was also followed by a decrease mn
CD4+ T cells (Fig. 1b). Child 3 did not show a
decrease in CIDM4 percentage, probably due o the very
low CID4 levels (<< 10% CD4) prior o the switch of
phenotype.

Previous smdies have demonstrated that M-tropic
(NSI) wiruses use CCR5 as coreceptor and may reach
the thymus through infected dendrinc cells and/or
mature CD44 T cells without affecting thymopoiesis.
However, T-tropic wviruses (SI) uwe CXCR4 as a
coreceptor and may infect immature thymocytes (in-
cluding CD34+ CD4°" thymocyte progenitors),
which express high levels of CXCR4, leading to a
rapid depletion of thymic cellulaney [8]. This fact
would explain the lower values of TRECs that were
observed 1n children wiath SI viral phenotype, as these
viruses would be infecting T-cell progenitors in the
thymus leading w a lower production of new T cells.

In agreement with previous studies [5.6,9] we have
found that SI phenotype is associated with greater
depletion of CD4+ T cells and faster clinical evolution
(97% of SI samples came from children n B or C
clinical category). As there 15 a good association be-
tween lower TRECs values and SI viral phenotype but
not with viral load or kinetics of replication, we can
conclude that the decrease of CID4 in presence of T-
tropic viruses is mainly due to a lower production of
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Fig. 1. CD4+ T-cell percentages and T-cell antigen receptor (TCR) rearrangement excision circles (TRECs) levels in HIV-infected
children with different viral phenotype of HIV-isolates. (a) Correlation between CD4+ T-cell percentages and TRECs per 10°
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were highly significant (P < 0.001) in children bath with non-syncytium-inducing
{NSI) and syncytium-inducing (Sl phenotype. (b) Switch from NSI to 51 phenotype in three infected children {5, 9 months and 10
years old, respectively) leads to a marked decrease of TRECs per 10° PBMC, and in two out of the three children to a decline in
CD4+ Tcell percentages.
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new CD4+ T cells, probably as a consequence of the
inhibitory effect of these T-tropic strains on thymic
funcron and not to peripheral CD4+4 T-cell depletion
induced by higher wiral replicanon. Thus, the effect of
SI strains on thymic output would not be due to a
greater amount of circulating virus in these samples or
to a more rapid/higher replication kinetcs, but rather
depends on the ability of T-tropic viruses to infect T-
cell precursors using CXCR4 receprors.

Therefore, it is likely rthat disease progression in
children, which is associated with the appearance of T-
tropic viruses, could be due to the inhibiton of thymic
function produced by these wiral strains, which would
impede the recovery of lost CD4+ T cells. This face
provides an additional rationale to implement antiretro-
wviral therapies that lead to undetectable viral load levels,
even in children with severe CDD4+ T-cell depletion
with the goal of allowing an adequate thymic funcuon
to recover lost T cells.
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Effects of highly active antiretroviral therapy on
thymical reconstitution of CD4 T lymphocytes in
vertically HIV-infected children

Rafael Correa and Angeles Mufioz-Fernandez

CD4 T-cell percentages, viral load and thymic
function measured as T-cell receptor rearrange-
ment excision circle (TREC) levels were
determined every 2—3 months in six treated HI'V-
infected children for 4 years. All children experi-
enced a marked increase in CD4 cell count after
therapy, accompanied by a concomitantly
marked increase in TREC levels. In children, the
decrease in viral load caused by antiviral therapy
leads to an increase in CD4 T cells, mainly
because of a recovery in the thymic production
of new T cells.

HIV infecton leads to a marked decrease in CD4 T
cells, both as a result of peripheral CD4 T-cell deple-
tion caused by the virus and inadequate replacement of
the destroyed T cells. The natural thymic invelution
with ageing resuls in a limited capacity to produce
nave T cells in aduls. By contrast, children maimtain
thymic function and thus the capacity for the renewal
of T cells that enables the replacement of lost clones,
making immune reconstitution possible. However,
HIV can mfect human thymocytes and lead w their
desoruction [1]. An earlier study by our group [2]
showed that the decrease in CD4 T cells observed in
nfected children 15 mainly caused by the mhibitory
effect of T-tropic wviruses on thymic funcdon. A
suppression of wviral replicanon that dimimshes the
inhibidon of the thymus would thus be adwvisable for
recovering thymic functon.

A widely  reported fact 1s  thac  highly acuve
antretroviral therapy (HAART) leads to a substan-
oal increase in CD4 T cells, and within them in
nave CD4 T cells [3-5], postulaung a putaove
immune reconsticution. However, this fact could
be explained by the recovery of thymic funcuon,
but also by the redismibution or peripheral expan-
sion of pre-existent naive cells [4], or by revemsion
from memory to naive phenotype in peripheral T
cells [6]. We have studied the effect of anwviral
therapy on the production of nawve T cells by the
thymus, to assess the source of the increased CD4
T cells in infected children. Thymic funcuen was
determined by quandfying T-cell recepror rearran-
gement excision circles (TREC), a highly specific

marker of recently produced T cells by the thymus

[7]-

We performed a longitudinal study in six vertically
HIV-infected children treated with combination anti-
retroviral therapy (children 1, 2 and 3) consisung of
two nucleoside analogues, or with HAAR'T consisting
of two nucleoside analogues plus a protease inhibitor
(children 4, 5 and 6). Informed consent was obrained
from all parents or legal guardians, and the Local Ethics
Committee of the hospiral also gave consent. Every 2—
3 months, CD4 T-cell percentages, plasma viral loads
and TREC were measured n all children. TREC
values were determined in peripheral blood mono-
nuclear cells by real-ume quanttative polymerase chain
reaction in a fluororimetric thermocycler (LightCycler;
Roche Molecular Biochemicals, Idaho Falls, USA)
using hybridization probes specific to the TREC
sequence. All samples from each child were measured
in the same assay to avoid inter-assay variations, and
always included a [-globin control polymerase chain
reaction to verify that all samples had the same DNA
content. Correlation among variables was analysed by
using Pearson’s correlation coefficient.

Owur results showed that antrewroviral therapy induced
a decrease in wviral load in the three children on
combinaton therapy, and a complete suppression to
undetectable levels in the three children on HAART
(Fig. 1), which may decrease the inhibitory effect of
HIV in thymic funcoon. A marked increase in CD4 T-
cell percenmges was observed in the six children,
showing a significant inverse correlation with viral load
(P =" 0.05). Most interestingly, the increase in CD4 T
cells after antretroviral therapy was accompanied 1n all
six children by a concomitandy marked increase in
TREC levels, as early as 2 months in children 2, 4 and
5, disclosing a highly significant correlation between
both warables (P <2 0.001 in children 1, 2, 4, 5, and 6,
and P<2 (L05 1n child 3). The other two pathways for
CD4 T-cell recovery, i.e. a redistribution or increase in
the division rates of peripheral T cells more prevalent
in aduls [4], seem to be much less important in
children because they would have produced a dilution
of natve T cells from the thymus, and therefore a
decrease in TREC levels.

The resuls thus show that in all children included in
the study, the source of the majority of restored CD4
T cells s the thymic production of new naive T cells.
This 15 an important fact, because not only 15 a
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Fig. 1. Evolution of viral load, CD4 T-cell percentages and T-cell receptor rearrangement excision circles per 10° peripheral
blood mononuclear cells in six HIV-1-infected children on antiretroviral therapy. Children 1, 2 and 3 were treated with
combination antiretroviral therapy; and children 4, 5 and 6 were treated with highly active antiretroviral therapy. The 0 months
value represents the beginning of the treatment. Antiretroviral therapy led to a marked increase in CD4 T cells, which correlated
inversely with viral load, and was accompanied in all cases by a concomitantly marked increase in T-cell receptor rearrangement
excision circle (TREC) levels. —O— Tcell receptor rearrangement excision circle levels; —A— % CD4 cells; —B— viral load.

quantitative recovery of CD4 cells occurring, bur also
the generation of new T-cell clones, which could
recover the repertoire of specificities capable of re-
sponding to different pathogenic agents.
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No increase in HIV incidence observed in a cohort
of men who have sex with other men in Montreal
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To monitor HIV incidence we tested a cohort of
men who have sex with men in Montreal for HIV
every 0 months. Between 1996 and 2001, 17 out
of 1244 participants seroconverted, for an HIV
incidence of 0.36 per 100 person-years (py) (95%
CL 0.29, 0.83). The incidence decreased over the
study period, from 0.75 to 0.34 per 100 py; which
was not statistically significant. An in-depth
evaluation of the situation in Montreal could
identify useful lessons for prevention efforts else-
where.

Men who have sex with men (MSM) have been
severely affected by the HIV epidemic and, i in-
dustrialized countries, make up the majoricy of HIV-
infected individuals. The incidence of HIV among
MSM was generally highest early in the epidemic and,
as a result of marked reductions in rnisky sexual
behaviours, has decreased since then. HIV prevalence
in this group is generally 10-20% [1,2]. Beginning in
1996, new combinagon highly acove anarewroviral
therapy (HAART) regimens markedly improved the
prognosis of HIV infection, resulting in plummeting
rates of AIDS and death. Subsequenty, however, smd-
ies in north America, Europe and Ausmalia have
observed a recrudescence in the incidence of bacterial
sexually ctransmitted diseases (STD) [3,4], high nsk
sexual behaviours [5,6] and in some junsdicuons the
incidence of HIV [7,8]. One US study [9] reported thar
high-risk behaviours were associtated with a reduced
concern about becoming infected as a result of
HAART.

In October 1996, we began recruining HIV-seronega-
tve MSM in Montreal to measure the incidence of
HIV and its behavioural determinans. We obrained
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mformed consent and, at baseline and & month follow-
up wvisits, tested participants for HIV and collected data
on sexual behaviours. Up to February 2001, 1588
MSM enrolled in the study. The drop-out rate was
14% ar the second wisit, decreasing to 8% for sub-
sequent visits, A total of 1244 partcipants attended
for one to eight follow-up wvisits, contributing 3027
person-years (py) of observation.

We observed 17 seroconversions for an HIV incidence
of (.56 per 100 py (95% confidence limits (.29, (1.83).
Incidence decreased ower the study period, from 0.75
per 100 py in 1996-1997 to 0.34 per 100 py mn 2000-
2001, This decreasing wend was not, however, statisti-
cally significant. The mcidence of HIV owverall was
0.96 per 100py in MSM less than 30 years old
compared with 0.38 per 100 py in those aged 30 years
or older. However, the incidence of HIV was acrually
greater in older MSM in the fist 15 months of the
study bur has been lower since then (see Fig. 1).

We examined the incidence of HIV as a funcnon of
calendar time and the number of visits in the study to
determine whether the decreasing wend in HIV -
cidence may be the result of a ‘cohort effect’. Incidence
among those m the study for longer may be lower
because of such factors as repeated counselling and a
selective drop-out of higher-nisk MSM. This analysis
indicated no obwvious cohort effect.
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HI incidence (per 100 py)

1997 1998 1999 2000

ear
Fig. 1. HIV incidence by calendar year and age (Omega
Cohort Study, Monteal, 1997 -2000). ——B—— Less than
30 years; ——C&—— 30 years or older, ——A—— all ages.
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Characterizing Immune Reconstitution after Long-Term
Highly Active Antiretroviral Therapy in Pediatric AIDS

SALVADOR RESINO, RAFAEL CORREA. JOSE M. BELLON, SILVIA SANCHEZ-RAMON,
and M. ANGELES MUNOZ-FERNANDEZ

ABSTRACT

In this study, we sought to characterize the T lymphocyte recovery in vertically HIV-1-infected children who
respond to long-term highly active antiretroviral therapy (HAART). A 3-year longitudinal retrospective study
was used to perform a cross-sectional study of 32 children rated according to the time course of CD4* T cell
percentages in response to antiretroviral therapy and CDC clinical classification: (1) long-term asymptomatic
(LTA group): 8 children in Al during the whole follow-up period; (2) responsive to HAART (Rec group): 13
children in C3 hefore HAART who achieved CD4* T cell counts of =500 cells/mm® after 3 years of HAART;
and (3) nonresponsive to HAART (Non-Rec group): 11 children in C3 during the whole follow-up period de-
spite 3 years of HAART. We also studied 17 healthy age-matched uninfected children as controls. Lympho-
proliferative responses (LPRs) were evaluated by incorporation of [*H]thymidine, identification of T cell sub-
sets by three-color flow cytometry, and determination of thymic production of T cells by quantification of T
cell receptor rearrangement excision circles (TRECs). Interestingly, the Rec group showed an increase in per-
centage of CD4" T cells and a decrease in viral load, and recovered LPRs to mitogens and recall antigens,
with values similar to those of the LTA group. Moreover, the Rec group produced similar percentages and
absolute counts of naive (CD45RA*CD62L*Y) CD4" and CD8* T cells, and TRECs similar to those of the
LTA group. In particular, the Rec group produced similar percentages of CD8TCD28-CD57t and
CD8+CD28~CD57~ T cell subsets compared with controls. Our data indicate that among children who have
already progressed to AIDS and severe immunodeficiency but who respond to HAART, the immune system
can recover and resemble those of nonprogressors or even uninfected children, in quantitative as well as in
functional terms.

a sustained descent of VL below detection limits of the ultra-
sensitive assay.”® A concomitant decrease in CD4+ T cell
counts and clinical improvement takes place. ! even in chil-
dren with virologic failure. A full recovery of the immune sys-
tem in adults undergoing HAART has not yet been described,
possibly because of the profound deterioration of the immune

INTRODUCTION

IV-1 causes A PROGRESSIVE and severe immunodefi-
ciency! beginning in the early phase of infection, and be-
fore overt CD4* T lymphocyte depletion develops? A number
of T cell abnormalities are common, including decreased lym-

phocyte proliferation in response to recall antigens and mito-
gen:s,z‘“ as well as reduced production and/or expression of cy-
tokines,.” all of them more pronounced in advanced disease.
Antiretroviral therapy (ART). and more specifically highly
active ART (HAART), by means of suppression of viral repli-
cation, has dramatically altered the course of HIV infection ®
Whereas ART usually induces a significantreduction of plasma
viral load (VL) in adults, in children it is not common to achieve

system or lower immune plasticity than in children. A slow,
sustained increase in naive T lymphocytes,!!!? resulting from
either redistribution of circulating naive lymphocytes or newly
generated lymphocytes of thymic origin, has been describedin
adults after HAART. Thymic emigrants express T cell recep-
tor (TCR) excision circles (TRECs) derived during T cell re-
ceptor rearrangement in newly developed T cells. Thus, the
level of TRECs in peripheral blood T cells is an excellent mea-

Department of Immunology, General University Hospital Gregorio Maraiién, 28007 Madrid, Spain.
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sure of thymic function in general.!* HAART has been reported
to induce a rise in peripheral CD4+ T cell counts and TRECs
levels in younger HIV-l-infected patients!®!* The CD4+
CD45RO™ memory T cell subset is derived by a postthymic
maturation process from CD4+tCD45RA* naive T cells.!5:16
Besides, T cells are constantly recycling between blood and
lymphoid tissues!”+1® in a process thought to be dependent on
L-selectin (CD62L) expression?-1® Although full immune re-
constitutiondoes not take place in all HIV* patients !° HAART
invariably induces a transient improvement in CD4+ T cell
function even in patients with advanced disease.2?

HIV-l-infected patients have a large proportion of T cells
that express CD38 and HLA-DR,*!'*? suggesting continuous
antigenic challenge. In adults, these subsets are indicative of
disease progression, correlating with a decline in CD4+ T cells
and increased VL.232* By contrast, high CD38 expression on
CD4™" T cells in children is a good prognostic marker*'=? be-
cause, contrary to the situation in adults, CD38 in children is
also a marker of immaturity, being expressed on cells with naive
phenotype.?® These cells are mostly long-lived recent thymic
emigrants with high mitotic potential and therefore more sus-
ceptible to virus-mediated CD41 T cell destruction than short-
lived effector T cells generated by peripheral expansion in
adults.2! On the other hand, CD8*+*CD38* T cells have been
proposed as a useful tool for ART monitoring in adults, because
HIV-1-infected subjects displaying high proportions of
CD&*CD38% T cells will respond more rapidly to ART than
those with low proportions® and inversely correlate with the
decrease in VL induced by therapy.®-*®

During the course of HIV-1 infection, there is a substantial
expansion of cells expressing activation and memory surface
markers,?*3? thus increasing memory CD8* T cells3! A pro-
gressive increase in CD8*CD28~ T cells, particularly cells that
coexpress CD57, a marker of effector cytotoxic T lymphocytes
(CTLs) in adults, has been described 32 Moreover, CDI1 1b is en-
hanced in effector CD8* T cells. and the cytolytic function of
CD8™ T cells has been linked to cells with the CD11b™ pheno-
type 3? which is associated with progressionof HIV-1 infection**

RESINO ET AL.

The aim of this study was to determine the immunologic fea-
tures (T cell subset distribution, thymic function, lymphocyte
proliferation, and cytokine production by peripheral blood
mononuclear cells [PBMCs] stimulated with phytohemagglu-
tinin [PHA], pokeweek mitogen [PWM], and anti-CD3 plus
anti-CD28) of a group of vertically HIV-1-infected children in
clinical category C (AIDS) and immunologic category 3, who
recovered CD4™ T cells (=25% or =500 T CD4* cells/ml) af-
ter 3 years of stable HAART.

PATIENTS AND METHODS
Study population

Thirty-two infants born to HIV-1-infected mothers were
studied at the immunopediatric unit of the General University
Hospital Gregorio Marafiéon and 12 de Octubre Hospital in
Madrid, Spain. All infants were diagnosed as HIV-1 infected
on the basis of positive results both in DNA polymerase chain
reaction (PCR) and virus culture assays, as previously de-
scribed.” Children were monitored every 6 months for CD4+
and CD8™" T cell percentages and VL. This follow-up was used
to perform a cross-sectionalstudy of the 32 children, who were
placed in one of three groups according to the time course of
CD4* T cell percentages: (1) long-term asymptomatic (LTA
group): 8 children with CD4% T cells above 25%, asympto-
matic during the whole follow-up period. and who did not re-
ceive HAART: (2) responsive to HAART (Rec group): 11 chil-
drenin clinical category C3 who responded by achieving CD4™*
T cell counts of =500 cells/mm? after 3 years of HAART: (3)
nonresponsive to ART (Non-Rec group): 13 children in clini-
cal category C3 during the whole follow-up despite 3 years of
HAART. We also studied 17 healthy age-matched uninfected
children as controls.

Drugs were prescribed by the attending pediatrician accord-
ing to Centers for Disease Control and Prevention (CDCP, At-
lanta. GA) guidelines®® on obtaining written informed consent
from parents or legal guardians. HAART was defined as at least

TapLe 1. MonocLoNAL ANTIRODIES USED FOR PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF CD4% anp CD8' T CeELL SURSETS?

Tube FITC PE PerCP Analyzed subset

1 IgGl IgGl Anti-CD4 CD4™" T cell gate

2 Anti-HLA-DR Anti-CD45RO Anti-CD4 Memory/activated CD4+

3 Anti-CD45RA Anti-CD62L Anti-CD4 Naive CD4*

4 Anti-CD38 Anti-HLA-DR Anti-CD4 Activated CD47

5 IgGl I1gGl Anti-CD8 CDS™ T cell gate

6 Anti-CD38 Anti-CD45RO Anti-CD3 Memory/activated CD8*

7 Anti-CD45RA Anti-CD62L Anti-CD3 Memory/naive/feffector
CDs*

8 Anti-CD357 Anti-CD28 Anti-CDS8 Effector CD8"

9 Anti-CD38 Anti-HLA-DR Anti-CDS8 Activated CD8™*

Abbreviations: FITC, Fluorescein isothiocyanate: PE. phycoerythrin: PerCP, peridinin chlorophyll protein.

iNaive T cells were defined as CD62L" and CD45RAPEM T cells (CD4*CD45RAMNCD62LY, CDSTCD45RAMCD62LY);
memory T cells were defined as CD45RO*; activated T cells were defined as HLA-DR* and HLA-DR*CD38%: memory-
activated T cells were defined as CD8YCD45ROYCD38% and CD4*CD45ROTHLA-DR™; preeffector CD8™ T cells were
defined as CD§TCD57 CD28 and CDSTCD45RA-CDG62L™: effector CD8™ T cells were defined as CD8TCD37Y,
CD8*CD57*CD28~, and CD8*CD45RA*CD62L".

"Immunotech (Marseille, France).
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two nucleoside analog HIV-1 reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs) plus one or more HIV protease inhibitors (PIs). Clin-
ical classification was based on the 1994 revised guidelines of
the CDC.Y

Quantitative HIV-1 RNA assay

Blood samples were collected in EDTA tubes and separated
within 4 hr, and plasma was stored at —70°C. Viral load was
measured in 200 pl of plasma, using an ultrasensitive quanti-
tative reverse transcriptase PCR (RT-PCR) assay (Amplicor
Monitor: Roche Diagnostic Systems, Branchburg, NJ).

Proliferative assays and cytokine production

Total PBMCs cultured were seeded in 96-well flat-bottom
microtiter plates (2 X 10°/200 1 per well) and resuspended in
RPMI 1640 medium supplemented with 109 fetal calf serum.
PBMCs were stimulated mitogenically: PHA (1 pg/ml: Murex
Biotech, Dartford, UK), monoclonal anti-CD3 antibody
(SPV3Tb, 1 pg/ml; kindly provided by J.E. de Vries, DNAX,
Palo Alto, CA) plus monoclonal anti-CD28 antibody (L-293, 1
pg/ml; Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, CA), or PWM (4 pg/ml: Sigma, St. Louis, MO). In ad-
dition, we studied proliferationin response to the following anti-
gens: streptokinase (SK, 100 IU/ml), and tetanus toxoid (TT,
0.5 Lf/ml). The assay was carried out in quadruplicate cultures.
The cultures were incubated at 37°C and maintained in a hu-

RESINO ET AL.

midified atmosphere containing 59% COj. On day 3 of culture
with mitogenic stimulus, and on day 6 of culture with antigenic
stimulus, 50% of the culture supernatants were harvested and
stored at —70°C and the wells were replenished with an equiv-
alent volume of fresh medium with 1 pCi of [*HJthymidine
(Amersham, Buckinghamshire, UK). Cell proliferation was es-
timated by incorporationof [3H]th)-'midine into DNA during the
last & hr of culture. The cells were harvested in glass fiber fil-
ters in an automatic cell harvester (Skatron, Norway) and ra-
dioactive incorporation was measured in a liquid scintillation
spectrometer (1450 Microbeta Trilux; Wallac, Turku, Finland).
The results were expressed as lymphocyte stimulation index
(see Statistical Analysis, below).

Cytokine production was quantified in supernatants of
PBMCs stimulated with PHA. We have used commercially
available enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), ac-
cording to the manufacturer instructions: tumor necrosis factor
o (TNF-a), and interferon y (IFN-v) (Bender Medical System
Diagnostics, Vienna, Austria). Concentrations were assayed in
duplicate.

Quantification of CD4% and
CDS* T lymphocyte subsets

T lymphocyte subsets in peripheral blood were quantified by
direct immunofluorescence. For the analysis of CD4% T and
CD&™ T subsets, we used the monoclonal antibody combinations

TapLE 3. CHARACTERISTICS OF HIV-1-INFECTED CHILDREN aND HEALTHY UNINFECTED
ConTrOL GrROUP IN CROSS-SECTIONAL STUDY AT END oF FoLLow-up PERIOD

Characteristic Control LTA Non-Rec Rec
No. of children 17 8 13 11
Age (yearsf 125 £ 06 110+ 1.3 11e xo09 10,7 * 0.8
(7.2: 16.0) (6.6; 16.9) (7.7:18) (7.1; 16.8)
Lymphocyte subsets®
% CD4t 442+ 1.5 355 = 1.8 9.6 * 1.9b¢ 20.4 + 2.3bd
(32.4;51.1) (26.7: 43.3) (1.2; 21.7) (18.1; 40.0)
% CD8t 241+ 1.3 362 = 2.3 62.5 £ 4.30¢ 40.2 + 4.30d
(19.5; 34.7) (28.7:45.4) (37.6; 86.5) (24.2: 63.9)
CD4*/mm’ 1072 * 138 908 + 74 140 = 17°¢ §31 + 459
(557:2097) (657; 1298) (9; 225) (582; 1111)
CD8*/mm’ 582 * 86 937 + 104° 1163 + 2290 1311 *+ 260°
(262; 1198) (553; 1370 (356;2791) (444; 2726)
Virologic characteristics"
log,p VL (copies/ml) = 2.55 + 0.06 3.93 £ 0.36 295+ 0.24
(2.48; 2.88) (2.48; 5.40) (2.48; 4.40)
VL << 400 copies/ml — 6 (75%) 31(23%) 7 (63.6%)
Treatment
NT — 2 — —
MT = 2 = =
CT = 4 = =
HAART — — 13 11

Abbreviations: VL, Viral load; NT, not treated: MT, monotherapy: CT. combination therapy; HAART, highly active anti-

retroviral therapy.

“Values expressed as means * SEM (min; max). Mann-Whitney U test was used to compare between groups.
"» < 0.01, compared with control group.
tp << 0.01, compared with LTA group.

dp <0 0.01, compared with Non-Rec group.
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shown in Table 1. T cell subsets were analyzed by three-color
flow cytometry in whole, lysed, and washed blood.*® Acquisi-
tion was performed in a FACScan (Becton Dickinson Immuno-
cytometry Systems) cytometer using Lysis II software (Becton
Dickinson) within 2 hr of cell staining. The optimal parameters
for acquisition {detector sensitivity, detector amplification, and
compensation)were determined periodically with Calibrite (Bec-
ton Dickinson)and the AutoComp (Becton Dickinson) program.
Five thousand events were compiled, using a collection gate for
CD4* T cells or CD8* T cells. The gate was defined by low
side scatter (SSC) and high expressionof CD4 or CDR.3%#° Data
were analyzed with the Lysis IT analysis program (Becton Dick-
inson). Appropriate isotypic controls (IgG1 conjugated to fluo-
rescein isothiocyanate or phycoerythrin: IgG1-FITC and
IgG1-PE, respectively) were used to evaluate nonspecific stain-
ing, which was deducted from the remaining results.

1399
Quantification of TCR rearrangement excision circles

Thymic function was studied by quantifymng a highly spe-
cific marker of T cells recently produced by the thymus,
namely, TCR rearrangement excision circles (TRECs). TREC
values were determined in PBMCs by real-time quantitative
PCR in a LightCycler system (Roche Molecular Biochemi-
cals, Indianapolis, IN). A standard curve was made by using
a plasmid that includes a fragment consisting of 375 base
pairs of the TREC sequence, kindly supplied by D. Douek *!
Samples, analyzed in duplicate or triplicate, never varied by
more than 10% from each other, and the results were aver-
aged. A S-globin control PCR was performed to verify that
all samples had the same DNA content. All samples from
each child were measured in the same assay to avoid in-
terassay variations.
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FIG. 1.

anti-CD3+anti-CD28

Summary of stimulation indexes of proliferation and cytokine production by PBMCs of HIV-1-infected children. In

proliferation studies, PBMCs were stimulated mitogenically (PHA, PWM, and anti-CD3 plus anti-CD28) or antigenically (TT
and SK). Differences from control group (*p << 0.05: #*¥p < 0.01) by Mann—-Whitney I/ test: differences from LTA group (fp <
0.05; T7p < 0.01); differences from Non-Rec group (ip << 0.05; Iip < 0.01).
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Staristical analvsis

In all analyses, VL was transformed to a log, scale in
order to normalize distribution. Cytokine production by
PBMCs stimulated with PHA was corrected by subtracting
the values for cytokines produced by unstimulated PBMCs.
Proliferation of PBMCs is expressed as an adjusted stimula-
tion index:

_ proliferation of PBMCs with mitogen or anfigen
spontaneous proliferation of PBMCs

SI

Differences in characteristics among infants were analyzed
by nonparametric tests because of the small sample size or the
free distribution of data (the data did not come from normal-
ized populations with the same variances). The Mann-Whitney
U test, a nonparametric analog of one-factor analysis of vari-
ance, was used for between-group comparisons.

RESULTS
Characterisiics of the HIV-infected children

The immunologic, virologic, and clinical characteristics of
HIV-1-infected children from the Rec group at baseline are de-
scribed in Table 2. The Rec group was studied during a follow-
up period of 47.9 * 2.6 (36: 61.8) months. After this period of
follow-up, the Rec group, the remaining HIV-infected children,
and the control group (see Patients and Methods) were com-
pared in a cross-sectional study. The immunologic, virologic,
and clhinical characteristics of the different groups in the cross-
sectional study are described in Table 3.

Lymphoproliferative responses and cvtokine production
by PBMCs

The PBMCs from HIV-1-infected children showed lower
proliferative responses (LPRs) to antigenic stimulus with

RESINO ET AL.

tetanus toxoid (TT) than the control and LTA groups, but sim-
ilar responses to streptokinase (SK) compared with the LTA
group (Fig. 1A). In addition, the LPRs of PBMCs from the Rec
group, as measured by stimulationindexes to FHA, PWM, and
anti-CD3 plus anti-CD28 stimulation, were similar to those of
the control and LTA groups (Fig. 1B). All three groups had
higher LPRs than those of the Non-Rec group (p << 0.05) (Fig.
1C). Cytokine production in HIV-infected children was differ-
entially affected. The production of TNF-« and IFN-y was
lower in the Rec and Non-Rec groups than in the LTA and con-
trol groups (Fig. 1B).

T cell subsets

Table 4 illustrates the values for naive and memory CD4+
and CD8* circulating T cells. The Rec group showed a higher
percentage of memory (CD4+CD45RO*) CD4* T cells than
the LTA group, and a higher percentage of memory-activated
CD4*CD45ROTHLA-DR™ cells than the control group. The
CD4*CD45RAMTCD62L* subset was of similar size in the
Rec group, control group, and LTA group. CD8+CD45RO*
and CD8*CD45RO*CD38% cell percentages in the Rec group
were higher than in the control group. but similar to those of
the LTA group. These two subsets were most represented in
the Non-Rec group. With respect to naive CDS8* T cells
(CD8+CD45RAMTCD62L "), the Rec group showed higher
values compared with the Non-Rec group, similar values com-
pared with the LTA group. and lower values compared with the
control group. However, in absolute counts of CD4* T cells,
CD4+CD45RO* and CD4+CD45RAM+CD62L"T cell counts
in the Rec group were comparable to those of the LTA and
control groups, and higher than those of the Non-Rec group. In
absolute counts of CD8* T cells, CD8 TCD45RO* and CD8+
CD45RO*CD38% cell counts in the Rec group were similar to
those of the LTA group. and higher than those of the control
group. CD8TCD45RAMTCD62LY cell counts were similar in
the Rec group, control group, and LTA group.

TaBLE 4. DIFFERENCES IN MEMORY/NAIVE CD4% anp CD8' T CELL SUBSETS AMONG GROUPS OF CHILDREN STUDIED®

Control LTA Non-Rec Rec
T cells (%)
CD4* CD45RAMCD62L* 463+ 29 64.7 £ 2.6° 30.1 * 6.7° 521 = 37
CD4*CD45RO™ 509 * 3.9 339 * 249° 70.3 + 6.7° 484 * 6.1°
CD47CD45ROTHLA-DR™ 34+ 04 3.6+ 05 31.6 * 6.4 7.2 + 1.2b¢
CD&*TCD45RANCDA2L 543 * 3.1 46 + 54 12 + 2.1b¢ 38.1 = 2.1bd
CD&*CD45RO™ 377 * 34 429+ 53 73.8 + 3,70 52,7 + 5,104
CD8*CD45ROTCD38* 10.5 * 1.3 21.6 = 4.6 55.2 + 5.4be 21 = 2.90d
T cells (cells'mm?)
CD47 CD45RAMCD62L* 464 + 75 598 * 71 51 = 13P¢€ 432 = 40¢
CD4*CD45RO™ 498 * 80 298 * 20° 89 = 10b< 400 = 574
CD4*CD45ROTHLA-DR* 32+5 313 378 57+ 7°
CD&T CD45RAMCDA2LT 273 + 43 432 + 77 89 =+ 12b¢ 421 + 5gd
CD8*CD45RO™ 191 + 43 409 + 77° 944 + 2270 770 * 206°
CD8*CD45ROTCD38* 59 + 17 215 * 61° 682 + [76°¢ 307 + 94b

Walues represent means = SEM. Mann—Whitney U test was used to compare between groups.
bp << 0.05, compared with control group by Mann-Whitney U test.

°p << 0.05, compared with LTA group.
dp < 0.01, compared with Non-Rec aroup.
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Table 5 shows the values of activated CD4* and CD8* T
cells. The Rec group showed percentages of activated CD4™*
and CD8™" T cells similar to those of the LTA group. Globally,
HIV-1-infected children showed higher percentagesof activated
CD4™" T cells than the control group. The Rec group showed
higher percentagesof circulating CD4"HLA-DR* CD38% cells
than the LTA group. Moreover, the Rec group showed lower
percentage values for CD4+HLA-DR* and CD4*HLA-
DR*CD38~ cells than the Non-Rec group, but the CD4*HLA-
DR™CD38% T cell percentage value was higher than for the
Non-Rec group. Concerning percentages of activated CD8* T
cells, the Rec group had higher values for CD8+*HLA-DR* and
CDS*HLA-DR*CD38* cells than in the control group, but
lower values than in the Non-Rec group. Also, the Rec group
had lower CD8 +*CD38* values than did the Non-Rec group. In
absolute counts of activated CD4+ T cells. the Rec group
showed higher values than the Non-Rec group. Moreover, the
Rec group had CD4*HLA-DR*CD38%, CD4*HLA-DR*
CD38~, and CD4THLA-DR™ cell counts higher than in the
LTA group. On the other hand, absolute counts of activated
CD8* T cells in the Rec group were higher than in the control
group, and similar to those of the LTA group. Alone, cDh&*
HLA-DR*CD38% and CD8*HLA-DR~CD38% cell counts in
the Rec group were higher than in the Non-Rec group.

Table 6 shows the values of effector CD8* T cells. In terms
of percentages of preeffector and effector CD8% T cells, the
Rec group showed values similar to those of the LTA group.
Moreover, the Rec group had higher values for activated CD4 +
T cells relative to the control group. The Rec group showed

1401

values for CD8TCD28~CD57%, CD8TCD28~CD57~, CD8*
CD57%, CD8YCD45RA-CD62L~, and CD8*CD28~ cells
lower than in the Non-Rec group. In absolute counts of preef-
fector and effector CD8&* T cells. HIV-1-infected children had
higher values than did the control group.

Thymic function

In addition, TRECs and percentages of CD4" T cells were
longitudinally compared in two children of the Rec group. The
initiation of ART in child [ (Fig. 2A), or the switch to HAART
in child 2 (Fig. 2B), led to a dramatic increase in CD4+ T cells,
which was accompanied by a concomitant increase in TREC
levels. On the other hand, the Rec group showed similar TREC
values when compared with the control and LTA groups. All
three groups had higher TREC values than those of the Non-
Rec group (Fig. 2C).

DISCUSSION

HAART has dramatically modified the course of HIV in-
fection,®!9:42 causing a drastic fall in the VL of HIV-1-infected
patients, enabling recovery of the immune system and leading
to a reduction of opportunisticinfections and better clinical out-
come.*>*3 Nevertheless, a complete recovery in the number,
and particularly in the function. of CD4* T cells is not usually
achieved.!2** Here. we have found that those children who re-
sponded to long-term HAART by increasing the percentage of

TaBLE 5. DIFFERENCES IN ACTIVATED CD4% anp CDS8™ T CELL SUBSETS aMoONG GROUPS oF CHILDREN STUDIED®
Control LTA Non-Rec Ree
T cells (%)
CD4*HLA-DR*CD38* 1.5 = 0.2 46 £ 14° 28.2 * 5.8°¢ 11.7 = 1.8%4
CD4+HLA-DR*CD38~ 25103 26 07 11.9 + 2.50¢ 5.7+ 0.8
CD4+tHLA-DR-CD38+ 60.8 = 2.6 734 £ 270 431 * 6.2¢ 65.3 + 3.4¢
CD4+*HLA-DR* 3.9 + 0.4 71 +2 40.1 * 6.50¢ 17.4 + 2,404
CD4TCD3g* 62.3 + 2.7 77.9 + 2P 71.3 + 530 77 + 2.8°
CDS*HLA-DR*CD38* 6.1+ 1 203 + 4.6° 467 * 4.80¢ 15.3 = 204
CDS*HLA-DR*CD38~ 69 * 1.1 101 £2 104 £ 29 11.2 £ 1.2°
CDS+YHLA-DR~CD38% 46.2 + 3.1 392 + 45 283 + 3b 384+ 35
CDS+HLA-DR* 129 £ 1.9 304 * 6b 57.1 = 4.3bc 26.5 *+ 2.2bd
CD8+CD38+ 523+ 3.3 594 * 39 75 + 5.4bc 537 = 4.1¢
T cells (cells/mm?)
CD4+tHLA-DRtCD38+ 15 %3 39 = 11b 36+ 8 97 = 1704
CD4+*HLA-DR*CD38~ 23+ 3 2+ 5 14 = 3b 48 + 7t
CD4+*HLA-DR~CD38% 598 + 86 677 = 77 67 * 15b¢ 541 + 394
CD4+HLA-DR* B+ 6 61 = 15 509 145 + 22b-d
CD4*CD3s* 613 * 89 716 = 75 103 + 16°* 638 * 419
CDS+tHLA-DRtCD38+ 4 +9 200 = 600 546 + 1270 207 * 53bd
CDS8+HLA-DR*tCD38~ 7+ 8 96 + 24b 156 + 73 145 + 34b
CD8+*HLA-DR~CD38% 226 * 33 369 + 68 293 + 61 464 + g4bd
CDS*HLA-DR* 71 * 16 297 * §1° 703 + 167" 352 £ 79°
CDS*CD3s* 260 * 40 569 + ggb 839 + 177° 671 £ 134°

Walues represent means + SEM (min; max). Mann—Whitney U test was used to compare between groups.
bp < 0.05, compared with control group by Mann—Whitney U test.

°p <2 0.05, compared with LTA group.

dp < 0.05, compared with Non-Rec group.
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TaBLE 6. DiFrerences IN EFrecTor CD8' T CELL SUBSETS AMONG GROUPS OF CHILDREN STUDIED?
Control LTA Non-Rec Rec

T cells (%)
CD8+CD28+CD57+ 2.6 0.3 48 %15 53 + 1.0b 45 *08
CD8+CD28-CD57+ 133 £ 2.1 17 £ 3.2 364 * 4.10¢ 20.6 £ 5.0¢
CD8+CD28~CD57~ 93+ 14 15.1 £ 2,20 274 + 1.9b¢ 18.5 + 2.1hd
CD8*CD57* 159 23 21.8 = 4.1 417 + 3.7b¢ 25.1 + 524
CDS+tCD45RA+CD62L" 17.4 * 2.1 17.3 £ 2.3 25 3.2 247 + 37
CD8TCD45RA-CD62L" 128+ 1.5 18.1 £ 2.0 40.1 + 4.4 20 + 2,104
CD8+CD28~ 226+ 24 32,1 = 4.3 63.8 + 3.50¢ 39.1 + 5.8¢

T cells (cells/mm?)
CD8*tCD28TCD57 7 14 + 3 45 + 15 59 + 17° 53 £ 11°
CD8+CD28~-CD57+ 72+ 18 152 + 31b 500 * 134b 372 + 138
CD8*CD28~CD57~ 49 * 11 142 * 23° 298 *+ 56° 271 = 73°
CD8*TCD57 T 85 + 20 196 + 42° 559 + 1440 425 *+ 147
CD8+CD45RA+CD62L 87 * 17 156 + 22b 251 * 44b 388 = 108"
CDSTCD45RA-CD62L" 58+ 8 175 * 30° 566 * 169° 283 = 73°
CD8+tCD28" 120 + 27 204 + 44b 708 + 18]b 643 + 2070

WValues represent means * SEM (min; max). Mann—-Whitney U test was used to compare between groups studied.
bp < 0.05, compared with control group by Mann-Whitney U test.

fp < 0.05, compared with LTA group.
dp < 0.05, compared with Non-Rec group.

CD4* T cells were those with higher LPRs to mitogens, higher
naive CD4% and CD8* T cells, but lower memory and acti-
vated CD4+ and CD8* T cell subsets. However, it was not pos-
sible to fully recover the LPR to TT, and IFN-y and TNF-«
production in response to PHA, further supporting an incom-
plete functional reconstitution of the immune system. From 24
children with a severe clinical and immunologic condition at
HAART initiation, [1 (11 of 24) responded to 3 years of
HAART by achieving almost complete immune recovery, prac-
tically resembling that of the LTA children by the end of the
study period in quantitative as well as qualitative terms. Our
data are compatible with the key role played by thymic output
in immune reconstitutionin children.!* The remaining 13 chil-
dren did not respond to long-term HAART. which may be ex-
plained at least in part by suboptimal therapy, drug resistance,
or other immunologic factors involved in the immune response
against HIV-1.

LPR impairment in the context of HIV-1 infection is particu-
larly interesting, because it is usually evident before overt CD4*
T lymphocyte depletion takes place and because these changes
have been related to disease progression2#% Inversely, when
ART is effective, LPR. to mitogens return to normal values both
in adults***® and in children (this article), further supporting that
HIV replication itself is the leading cause. Therefore, response
to HAART eliminate s the differences observed between children
who recovered and those who remained long-term asymptomatic
in response to mitogens (PHA and PWM}) and after physiologi-
cal stimulation (anti-CD3 plus anti-CD28). Thus, the low LPR
of the nonresponders may be ascribed to the higher numbers of
memory, activated, and effector T cell subsets, subsets that are
highly differentiated and with low LPR capacity >? Interestingly,
the Rec group did not recover T cell LPR to common recall anti-
gens, which is probably the consequence of severe prior immune
damage and therefore not reversible.

Thy lymphocytes produce high levels of IFN-7. interleukin

2 (IL-2), and TNE-e.*" It is evident that the helper T cell type
1 (Th1) arm of the cellular immune response is impaired dur-
ing the course of HIV infection**49 Indeed, we have found a
decreased production of IFN-y and TNF-w in the Rec group.
They have lost effectivenessin the Thl-response to PHA when
compared with HIV-infected asymptomatic children, reflecting
an altered functionality of CD4* T cells.%®

Interestingly, children of the Rec group, after 3 years of
HAART, had similar naive CD4™ T cell subsets compared with
the LTA and control groups, although slightly higher memory
CD4" T cells than in the LTA group. This may indicate that a
better control of viral replication prevents naive T cells to be-
come activated, memory and/or effector CD4* T cells*® More-
over, activated, memory and effector CD8* T cells in the Rec
group remained higher than in the control group. indicating a
continuous antigenic stimulus despite HAART. Inversely.
lower naive CD4% and CD8* T cell percentages observed in
the Non-Rec group could be ascribed either to preferential de-
struction of naive T lymphocytes infected by HIV as thymic
precursors’ -2 or to lack of generation of new cells as a con-
sequence of thymic atrophy secondary to HIV infection.”* The
HIV-induced decrease in naive T lymphocytes correlated with
afallin CD4% T Iymphocytes,s“ whereas recovery of CD4* T
lymphocytes after HAART correlated with an increase in naive
T cells.!? Moreover, in the two children who were studied lon-
gitudinally, the recovery of CD4" T cells was clearly corre-
lated with TREC levels, indicating that the CD4% cell increase
was probably due to the thymic production of new CD4+ T
cells, in agreement with previous reports.”>-8

During HIV infection, the switch of naive CD4+tCD45R0O™
to memory CD4*CD45RO* T lymphocytes is probably fa-
vored by (1) the chronic stimulation of T lymphocytes by HIV
antigens or by other agents, and (2) antigen-independent pe-
ripheral expansion of CD4*CD45RO* T lymphocytesenabled
as a consequence of the HIV-1-induced thymic dysfunction
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FIG. 2. Time course of values for TRECs per 10° PBMCs and percentages of CD4* T cells in the two children from the Rec
group included in the follow-up study. The vertical lines represent initiation or change to a new antiretroviral treatment. There
is a significant correlation (p << 0.01) between TRECs and CD4* cell percentages in children 1 and 2. Differences from control
group (*p << 0.05: ##p < 0.01) by Mann—Whitney U test; differences from LTA group (Tp << 0.05: 77p << 0.01}: differences from

Non-Rec group (ip < 0.05: $ip < 0.01).

Memory CD4* T lymphocytes are productively infected by
HIV™ and undergo apoptosis induced by abnormal cellular ac-
tivation® leading to the fall-off of CD4* T lymphocytes. Data
presented here indicate that in children of the Rec group, with
a good virologic response to HAART, the absolute counts of
memory CD4" T cells increased up to the values of the con-
trol and LTA groups, enabling reconstitutionof the normal pool
of CD4*+ T cells.?1°

Activation of the immune system is a hallmark of HIV in-
fection, demonstrated by the increased expression of activation
markers, such as CD38% and HLA-DR™* cells?'-2? in parallel
with progressionof the infection. The Rec and LTA groups had
higher numbers of activated CD4* and CD8* T cells than did
the control group. possibly because of a low level of viral repli-
cation, but significantly lower values than in the Non-Rec
group. Thus, the expressionof activation markers in T cells may
be a useful tool for monitoring ART in children. The decrease
in activated T cellsis a marker of effective response to HAART,
because their disappearance follows the decrease in VL induced
by therapy.2’® Inversely, the persistence of high numbers of

activated T cells is a marker of therapeutic failure in HIV-in-
fected children, as reflected by the higher values for activated
T cells in the Non-Rec group.”®

Given that the CD4*CD38™ T cell subset is a marker of im-
maturity in childrenf this subset could be used as a marker of
preserved immune status rather than activation, because its de-
crease is associated with immunosuppression?!~* The Rec
group had higher CD4+CD38% T cell percentagesthan the con-
trol group, although CD47CD38% T cell counts remained sim-
ilar to those of the control group. CD4*CD38% T cells were
lowest in the Non-Rec group, indicating altogether a recovery
of the immune system in the Rec group.

Although all children were not treated for the same fol-
low-up period. the most striking observation is that signifi-
cant immune reconstitution may take place after long-stand-
ing HAART when achieving undetectable VL levels.
Therefore, the different follow-up periods among our cohort
of children did not alter the results presented here. However,
it 1s well known that in children it 1s difficult to accomplish
this goal &
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The main limitation of our study is that we do not have base-
line levels for all the T lymphocyte subsets studied. Therefore,
we assumed that the different values for the T lymphocyte sub-
sets, as well as for the lymphoproliferativestudies and cytokine
analyses of the Rec group pre-HAART, were comparable to
those of the Non-Rec group. Thus, when children of the Rec
grouphad < 15% T cell CD4T or 200 CD4* cells/mm?, the val-
ues of memory, naive, and activated subsets were closer to those
of the Non-Rec group.

CD8* T lymphocytes coexpressing CD57 are implicated
in suppression of the LPR and activation of CD4% T cells,
being capable of indirectly suppressing HIV replication 5263
HAART implemented during the chronic phase of infection
has been associated with a decline in HIV-specific immunity
in some cases.® 3 This is presumably due to the lack of on-
going antigenic stimulation needed to maintain these re-
sponses. We have observed lower preeffector (CD8&
CD28-CD57-, CD8TCD45RA-CD62L~) and effector
(CD8*CD57+, CD8+CD28+CD57 ) T cells in the LTA and
Rec groups than in the Non-Rec group. The three groups of
HIV-1-infected children showed higher values for preeffec-
tor cells (CD8*CD28~CD577) than did the control group.
Moreover, they were much higher in the Non-Rec group than
in the LTA and Rec groups. Because in children a full and
continuous suppression of viral replication is difficult to
achieve, the antigenic stimulation of CD8* T cells may be
constant and many naive CD&" T cells may continuously dif-
ferentiate into memory T cells. These data may explain the
lack of differences between HIV-infected groups in terms of
cells that are switching to effector CD8* T cells (CDS™
CD57* and CD28-CD577).

In summary, the restoration of CD4% and CD8* T cells in-
duced by HAART in HIV-infected children seems to be the
consequence of naive cell reconstitution largely from thymic
origin and decreased chronic activation of the immune system.
More interestingly. we also observed in those children a re-
covered LPR to mitogens and recall antigens. Our data indicate
that in children who have already progressed to AIDS and se-
vere immunodeficiency but who respond to HAART, the im-
mune system recovers up to the level of nonprogressorsor even
uninfected children. not only in quantitative but also in func-
tional terms.
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Increased Interleukin-7 Plasma Levels Are Associated
with Recovery of CD4T T Cells in HIV-Infected Children
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To asses the role of interleukin 7 (IL-7) in the thymic recon-
stitution of CD4 T cells observed in children after successful
antiretroviral therapy, a longitudinal study in five vertically
HIV-1-infected children was carried out. Thymic function,
IL-7 plasma levels, wiral load, and T-lymphocytes subsets
were determined every 2 or 3 months for about 90 months. In all
the children, the drop in CD44 T cells below 5-10% was asso-
ciated with a marked increase in IL-7 plasma levels. The drastic
decrease in viral load after treatment. led in all the cases to a re-
cover of CD4 to levels higher than 30%, which was associated to
an increase in thymic production of T cells and followed by a de-
crease in IL-7 to the normal levels. We conclude that the drop in
CD4 in HIV children would induce an increase of IL-7 as part of
a homeostatic mechanism. IL-7 would induce the thymus to pro-
duce new T cells to recover the normal levels of CD4 when the
viral load was low and so the thymic function was not inhibited.
The mcrease in the thymic production of new T cells recovers
the CD4 population. and leads to a normalization of IL-7 levels.

EKEY WORDS: IL-7; CDd4; TEECs;
reconstitution.

HIV; children; immune

INTRODUCTION

HIV infection results 11 a severe immunodeficiency char-
acterized by a marked decrease i the CD4% T cells. This
decrease could be the consequence of two facts: a pe-
ripheral CD4% Tcell depletion by the virus and an in-
sufficient replacement of the destroved T cells. Current
treatments with HAART have been successful in substan-
tially reducing viral load in these patients, but a complete
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immunoclogic recovery 1s not usually achieved, and thus,
discontinuation of antiretroviral treatment results in even-
tual rebound in the viral load. Therefore, one of the current
challenges in the treatment of HIV lies in achieving a com-
plete restoration of the immune responses to the virus.

After antiretroviral therapy, a substantial mcrease
naive CD4% T cells has been reported (1-3). This fact
could be explained by the redistribution or peripheral ex-
pansion of preexistent naive cells (2); by the recovery of
thvmic production of new T cells (4) ; or by reversion from
memory to naive phenotype in peripheral T cells (5). Thus,
the identification of the source of nairve cells 15 an 1m-
portant 1ssue in Hnmune recovery since a redistribution
of proliferation of the preexistent cells only increases
the number of cells from the clones that have survived
the infection. In contrast, the thymic production of new
T cells can lead to the recovery of the entire repertoire of
specificities, some of them lost with the infection. includ-
ing the specific HIV clones, that have been shown to be
preferentially depleted by the virus (6).

Along these lines, the thymus has demonstrated to play
a key role in the reconstitution of the immune svstem
HIVanfected patients, mainly in children (4. 7). Thus,
treatments that enhance this thymic function, could lead
to the recuperation of the immune responses agamnst HIV
and other opportunistic pathogens. The observation that,
after suppression of viral load, there is a marked mcrease
in the thymic production of new T cells to recover the
depleted CD4% population (4) supports the hypothesis
that a compensatory feedback loop might exist, which
would lead to an increase i T-cell production. This
homeostatic mechanism might be regulated by produc-
tion of factors that stimulates the differentiation. survival
and/or, expansion of T cells, as it has been described for
other hematopotetic lineages (8. 9). A similar feedback
loop might connect the peripheral lvmphoid compartment
with bone marrow or thymus, regulating the homeostasis
in the lymphoid lineage (10).
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Among the cytokines and hormones identified as pos-
sible regulators of thymopoiesis, interleukin 7 (IL-7) may
play an essential role. IL-7 has been shown to take part in
the differentiation of thymocytes into mature T cells that
willleave the thymus and move to the periphery (11,12). In
murine studies, I1-7 has shown to be essential in the main-
tenance of the T-cell population (13, 14), and enhances
T-cell reconstitution in myeloablated mice (13, 16).

In HIV patients, several studies have reported that
plasma IL-7 levels are mcreased and are inversely cor-
related with CD4 (10, 17-19). Therefore, the increase of
IL-7 has been proposed to be a homeostatic response to
T-cell depletion (10). However, in none of these reports,
an effect of IL-7 mncreasing the production of T cells has
been demonstrated.

Then, we have analyzed the evolution of IL-7 plasma
levels and thymic function, measured as TCR rearrange-
ment excision circles (TRECs) (20). in claldren that, at
difference of the adults, maintain the thymic functional-
ity. We observe for the first time, that the inereased levels
of IL-7 1n response to low levels of CD4+ T cells are as-
sociated to a marked increase in the thymic production
of new T cells. Strongly suggesting the mvolvement of
IL-7 m the recover of the depleted CD4 population 1n
these HIV patients.

PATIENTS AND METHODS

Patients

A longitudinal study in five HIV-nfected children born
to HIV-infected mothers was carried out at the Department
of Immunopediatrics of the General University Hospital
“Gregorio Maranon™ i Madrid, Spain, between February
1995 and Apnl 2002, Median age was 7.0 vears (range,
0.9-12.5 years) and none of the children were breastfeed.
All infected children were treated with combination ther-
apy consisting in combmations of two nucleoside reverse-
transcriptase inhibitors or HAART with the addition of
a nonnucleoside reverse-transcriptase inhibitor and/or a
protease inhibitor. The treatment was prescribed by the
treating physician according to CDCP guidelines (21) and
upon obtaining written informed consent from parents or
legal guardians. The antiretroviral regimens were chosen
on the basis of prior treatment history and were altered. as
necessary, 1 response to mcomplete virus suppression or
undesirable side effects. The studv was conducted accord-
ing to the declaration of Helsmki, and approved by the Eth-
ical Commuttee of the Hospital. The measurements of viral
load (VL), percentages of CD4™%_and CD8* lymphocytes
in the children were performed every 2-3 months. CD4
cell values are expressed as percentage, because unlike

CORREA, RESINO, AND MUNOZ-FERNANDEZ

the absolute number of CD4 T cells, the percentage do
not change according to age (22), and 1s considered a best
progression marker of the mfection in children (23).

Viral Load (VL) and T-Cell Subsets

VL was measured 1n 200 ;L plasma using a quantitative
reverse polymerase chain reaction (PCR) assav (Amplicor
Monitor, Roche Diagnostics System), with a sensitivity
of 400 RNA copies/mL. T-lymphocyte subsets i periph-
eral blood were quantified by direct immunofluorescence
using monoclonal antibodies of the T series and flow cy-
tometry (FACScan, Becton-Dickinson, Immunocytome-
try Systems, San Jose CA) as previously described (24).

Measurement of Thymic Function

Thymic production of new T cells was evaluated quan-
tifving TRECs a know marker of the thymic function
(20). TRECs wvalues were determined since 2—3 months
m PBMCs by real-tume quantitative PCR in a LightCy-
cler system (Roche Molecular Biochemicals). A standard
curve was made using a plasmid that includes a fragment
of 373 pair of bases of the TREC s sequence supplied by
Douek et al. (20). Samples were analyzed m duplicates
or triplicates, which never varied by more than 10% from
each other, and the result was averaged. A f-globin con-
trol PCR was performed to verify that all the samples had
the same DNA content. All samples from each child were
measured in the same assay to avoid interassay variations.

Quantitative IL-7 Assay

Nonheparinized plasma aliquots were analyzed accord-
g to the manufactures’ mstructions using a ligh sensi-
trvity immunoassay which detects both free IL-7 and IL-7
bound to carrier proteins or soluble IL-7 receptors (Quan-
tikine HS human IL-7 kit: R & D Systems. Abingdon,
UK).

Statistical Analvsis

The correlation between variables was determined us-
ing the Pearson’s correlation coefficient, which describes
the linear relationship between two vanables. Moreover,
the correlation between variables was also analyzed a par-
t1al correlation coefficient, which describes the linear re-
lationship between two variables while controlling the
effects of age.

RESULTS

To address the possible homeostatic role of IL-7 on
the recovery of CD4 cells during HIV-1-infection, we
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IL-7 INCREASES PRODUCTION OF NEW CD4% T CELLS

performed a follow-up study i infected children, since
they maintain a functional thymus, and so they have a
better capacity to produce T cells than adults. We com-
pared the evolution of IL-7 plasma levels, TRECs, CD4,
and CD8 cells percentage and VL 1n five infected chil-
dren that had a marked increase in the CD4 population
after successful antiretroviral therapy. In all the cases the
follow-up lasted nearly up to 100 months, and the different
variables were measured each 2 or 3 months.

In all the children, the drop of CD4 below 5-10%, was
associated to a marked mcrease in the IL-7 plasma levels
(Fig. 1), reaching 1 some cases values up to 50 pg/mL.
The suppression or drastic decrease i VL after successful
treatment, led in all the cases to a marked recover of the
CD4 cells to levels higher than 30%. This increase in CD4
was concomitant with the mcrease mn TRECs levels, and
was followed by a decrease in IL-7 to the levels present
previously to the drop of CD4.

CD4 percentages were mversely correlated with VL i
children 1, 2, and 5 (p = 0.01), and in all the five cases
were inversely correlated with IL-7 levels (p = 0.001 for
children 1 and 2; p = 0.01 for children 3. 4. and 3). There
was a marked correlation between TRECs and %CD4
{p = 0.001 for children 1. 2, 3, and 5; p = 0.01 for child
4). When the age was included as a covariant, 1n all the
cases the correlation was equally significant. TRECs val-
ues were only mnversely correlated with IL-7 1 children
1 and 2 (p = 0.01), and they did not correlate with VL.
When CDS8 percentages were analyzed (data not shown),
no correlation with IL-7 was observed 1n all the five cases.
and they were inversely correlated with TRECs only in
child 4 (p < 0.05).

DISCUSSION

Increased levels of IL-7 have been proposed as partly
responsible for the homeostatic response to the T-cell de-
pletion associated with HIV-infection (10, 17-19). How-
ever, in all these studies no effect of these increase of IL-7
in the recover of T cells has been observed. and so, this hy-
pothesis could not be demonstrated. IL-7 has been shown
to enhance thymopoiesis (25, 26). However, taking into
account that 1 adults the thymic function 1s greatly di-
minished and besides, HIV-infection inhibits this thymic
function (20, 27), 1t 1s unlikely that the thymus of HIV-
infected adults responds to IL-7 with an increase in the
production of new T cells. In fact, m adults despite suc-
cessful antiretroviral treatment and low VL, there 15 not a
recover of naive CD44+ T cells and IL-7 levels continue
to be elevated (19).

To address the role of IL-7 in CD4 recovery we analyzed
IL-7 lewels in children younger than 3 vears, who have not
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suffered the thymic mvolution, and have been shown to
be capable of reconstituting the depleted CD4 population
through thymic production of new T cells (4). In agreement
with other studies 1 adults (10, 17-19), our results show
that CD4 levels are mversely correlated with IL-7 plasma
levels. In all the five cases studied. when the CD4 percent-
age dropped below 5—10% there was a marked increase 1n
IL-7, that probably reflects an homeostatic mechanism try-
ing to recover the depleted cells. The IL-7 plasma levels in
these HIV-infected children were much higher than those
detected both in healthy children and in exposed to HIV
but noninfected children (28). As proposed by Napolitano
et al. (10}, the drop mn the circulating T cells would induce
to dendritic-like cells residing within peripheral lymphoid
organs to produce IL-7. IL-7 could then stimulate de nove
T-cell production 1m the thymus, where IL-7 has demon-
strated to play an essential role in the mtrathymic CD4
and CD8 precursor development, and in the expansion of
positively selected thymocytes (29).

However, our results show that while a high VL is
present, the levels of IL-7 are maintained high but no ef-
fect 1 the production of T cells was observed. This fact
1s probably due either to the inhibitory effect of HIV on
the thymic function (30} and the fact that IL-7 could aug-
ment the HIV infection of thymocytes (11), avoiding the
production of T cells in response to the increased levels
of IL-7. As previously described (4). a suppression or a
marked decrease 1n VL 1s necessary to allow the thymus
recover the CD4 population in the 5 children analyzed.
Moreover, IL-7 plasma levels drop and return to the basal
levels as the CD4 increases, probably due to the detec-
tion of normal CD4 values by the mentioned homeostatic
mechanism. Thus, IL-7 would be regulated by periph-
eral T-cells number and decreases when CD4 increase,
independently if this CD4 increase 1s thymus-mediated or
because of peripheral expansion. This wound agree with
other lymphopenic conditions (i.e.. severe combined mn-
munodeficiency syndrome, acute lymphocytic leukaemia,
chemotherapy-induced Iymphopenia) where elevated IL-7
levels are present and when lymphopemia resolves, a nor-
malization of IL-7 levels occurs (16, 31). Taken together,
it 1s unlikely that the increased IL-7 levels are secondary
to HIV-related processes other than CD4 lymphopenia, as
opportunistic infections or cytokine dysregulation (10).

We have observed that the increase in CD4 1s concomi-
tant with TRECs levels. indicating that the main source of
these CD4 1s the thymic production of those cells, and not
a redistnbution or penipheral expansion. This increased
production could be due to the stimulatory effect on thy-
mus of the increased IL-7 levels and the absence of the
imnhibitory effect of high VL. This fact 1s supported by a re-
cent study that demonstrates that exogenous IL-7 in vitro
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Fig. 1. Evolution of VL. CD4* T-cells percentage, IL-7 plasma levels and TRECs per 10° PBMCs. Variables
were determined in 5 HIV-1-infected children on combination therapy and HAART. IL-7 correlates inversely
with CD4. After a drastic drop in VL, there was a marked ierease in CD4 concomitantly with an increase in
TRECs. and IL-7 plasma levels return to basal levels.
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IL-7 INCREASES PRODUCTION OF NEW CD4% T CELLS

and in vivo increases the thymic function measured as
TREC frequency in foetal and mfant thymus (32).

We found no correlation between IL-7 and CD8 cells.
supporting the fact that the drop 1n CD4 levels would be
responsible of these changes in IL-7. Moreover, there 1s
no correlation between CDE and TRECS, indicating that
thymus would be specifically producing to restore the de-
pleted CD4 population and not CDE8 cells smce this is not
necessary.

Besides. the beneficial effects of [L-7 could not be only
in the thymic function. IL-7 unlike other cytokines, also in-
creases thymic-independient T-cell regeneration (31, 33).
Moreover, IL-7 play an important role in the survival of
natve T cells, especially of natve CD4+ T cells (34). Thus,
it 1s probably that IL-7 and not other cytokines, will be the
mainly responsibly of the observed recover in the CD4
population.

Qur results strongly support for the first time that the
proposed homeostatic role of IL-7 15 effective. Following
suppression of HIV replication in children, the high IL-7
plasma levels would induce the thymic production of CD4
cells. This subsequently leads to a decrease i IL-7 levels
due either to downregulation of 1ts production. or to bind-
ing to the higher number of available receptors for IL-7
within the increased number of cells.

Administration of IL-7 has been proposed as a way of
restoring the tmmune response in HIV patients. The ad-
mimstration of IL-7 has been demonstrated to reconsti-
tute T lymphocvtes in mouse after allogenic bone marrow
transplantation (31, 35) and restore mmmunity 1n athymic
T-cell-depleted hosts (33). but there are not experiences in
this regard in humans. Qur results suggest a possible ben-
eficial effect of IL-7 administration in children with low
CD4, i which the thymic function 1s conserved. However,
the possible effect of IL-7 accelerating HIV-infection (10)
and augmenting naitve T-cell susceptibility to HIV (36).
and the absence of beneficial effects observed mn presence
of high VL, point-out the importance of maintain low or
undetectable VL. In the cases with low VL but low CD4,
the administration of IL-7 would not produce these pos-
sible harmful effects and could restore the depleted CD4
population.
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Discusion

La infeccion por el VIH se caracteriza por un deterioro progresivo de la funcion y del
numero de linfocitos T CD4+ como consecuencia de la replicacion viral. Sin intervencion,
este deterioro del sistema inmune conduce al desarrollo de la enfermedad del sida que deja
a las personas infectadas expuestas a contraer infecciones oportunistas o neoplasias [268].

La aparicion de las terapias antirretrovirales de alta eficacia o HAART a mediados de
los afios 90 ha modificado drasticamente el curso de la infeccion disminuyendo de forma
marcada la mortalidad y morbilidad tanto en adultos [269, 270] como en nifios [271]. Tras
la instauracién de estos tratamientos se produce una caida marcada y sostenida de la
replicacion viral que hace disminuir el nimero de linfocitos T CD4+ que se infectan
conduciendo a un incremento de linfocitos T CD4+ tanto virgenes como memoria. Este
incremento en la poblaciéon CD4 permite recuperar algunas respuestas inmunes frente a
patégenos oportunistas [217, 272, 273] disminuyendo la incidencia de infecciones
oportunistas [269, 274, 275].

Aproximadamente, el 98% de los linfocitos presentes en el organismo se localizan en
los tejidos linfoides, donde la replicacion activa del VIH conduce a un estado cronico de
inflamacion y a un incremento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias y moléculas
de adhesion [276]. Tras la supresion de la replicacion viral como consecuencia del
tratamiento, se da un incremento en el recuento periférico de linfocitos T CD4+ en dos
fases [277]. En la fase inicial de 8-12 semanas, los linfocitos que se encontraban retenidos
en los sitios de inflamacion en los tejidos linfoides son redistribuidos, conduciendo a un
aumento en sangre periférica de la mayoria de poblaciones linfocitarias, incluyendo los
linfocitos T CD4+. Las células CD4 que se ven incrementadas en esta primera fase son
principalmente las de fenotipo CD45RO+, que corresponde a células memoria [217]. En la
segunda fase, el incremento de linfocitos T CD4+ continua pero es mas lento que el
observado en la primera fase y comprende principalmente células de fenotipo CD45RA+
621+, correspondiente a células virgenes [217].

Sin embargo, a pesar de la prolongada supresion de la CV y el lento pero continuo
incremento de la poblacion CD4, muchos de los pacientes no alcanzan valores normales de
linfocitos T CD4+. Ademas, no se recuperan las respuestas especificas por parte de las
células T frente al VIH, por lo que no se consigue erradicar el virus ni alcanzar un estado

de no progresion a largo plazo, ni permite interrumpir el TAR. Incluso se ha observado
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que, dados los bajos valores de estimulacion antigénica por la caida de viremia, tras la
terapia HAART se da una disminucion de la respuesta CTL especifica frente al VIH [278].

El aumento de linfocitos T CD4+ observado tras la instauracion de TAR puede tener
un origen diverso: puede deberse a un aumento en la produccidon timica de nuevos
linfocitos T, pero también puede darse por una redistribucion de células retenidas en los
organos linfoides, o a una expansion periférica de la células pre-existentes [218], e incluso
por una reversion del fenotipo de células memoria a células virgenes [221]. El origen de
estas células va a ser clave en el proceso de reconstitucion o recuperacion del sistema
inmunoloégico, ya que una redistribucion o expansion periférica sélo aumentara el namero
de células de los clones que han sobrevivido a la infeccion. Teniendo en cuenta que los
linfocitos T CD4+ VIH-especificas son preferentemente deplecionadas [222] y que por
tanto estos clones especificos son los mas susceptibles a desaparecer, la redistribucion o
expansion periférica no permitirian la recuperacion de estos clones y limitaria el repertorio
de células T a las células memoria que hayan sobrevivido a la infeccion, reduciendo la
capacidad para responder a nuevos antigenos [223-225]. Sin embargo, la produccion timica
de nuevos linfocitos T si permitiria recuperar el repertorio de especificidades incluyendo
las células especificas frente al VIH.

Por tanto, el deterioro en la poblacion de linfocitos T CD4+ no seria debido
unicamente al efecto directo del VIH destruyendo dichas células, sino también a otros
efectos indirectos que conducen a una inadecuada recuperacion de las células perdidas por
la infeccion. El VIH ha demostrado ser capaz de infectar y destruir timocitos [254] que
unido a la involucion timica asociada a la edad [206, 279, 280] compromete en gran
medida la capacidad por parte del timo de generar nuevos linfocitos T, especialmente en
individuos adultos infectados. Por tanto, el origen del incremento de CD4 en estos
individuos seria principalmente por fendmenos de redistribucion y expansion periférica
[281]. Esto explicaria el hecho de que pacientes tratados con HAART, a pesar de recuperar
niveles normales de linfocitos T CD4+ presentan poca capacidad de respuesta frente a
antigenos de recuerdo en comparacion con individuos no infectados [282]. Se ha
comprobado ademas, que los valores de células CD4 previos al inicio del tratamiento
determinan la recuperacion de las respuestas inmunoldgicas [220, 283] y que cuanto antes
se instaura la TAR, mas probabilidad existe de conservar respuestas VIH-especificas [284-
286]. De esta manera, los pacientes que presentaban previamente al tratamiento recuentos

de CD4 inferiores a 500 células/mm’ no recuperaban respuestas VIH-especificas, mientras
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que los pacientes con recuentos superiores a 500 células/mm’ tras la TAR conseguian
recuperar respuestas especificas frente a p24 [283, 287]. Esto confirmaria que un repertorio
de linfocitos T CD4+ mermado por la infeccion, como acontece en estadios avanzados de
la enfermedad con bajos recuentos de CD4, tiene pocas probabilidades de regenerarse tras
la terapia a pesar de la recuperacion en el recuento de CD4.

Estos datos hacen pensar que el timo puede jugar un papel clave en la reconstitucion
inmune y en el posible control de la infeccion por el propio sistema inmune de los
individuos infectados. El hallazgo de que, contrariamente a lo que se pensaba, el timo en el
adulto conserva parte de su capacidad de producir nuevos linfocitos T [210, 288, 289] abre
nuevas esperanzas a una posible reconstitucion timica del sistema inmune. La combinacion
de las terapias antirretrovirales con estrategias dirigidas a revertir la involucion timica
asociada a la edad o a estimular la timopoiesis, o incluso el transplante de tejido timico,
podrian ser la mejor via par conseguir la reconstitucion inmune.

Por todo ello, el estudio de la funcion timica en la infeccion por el VIH ha adquirido
un creciente interés en los ultimos afios. Sin embargo, la mayoria de trabajos han sido
realizados en adultos infectados y muestran resultados en ocasiones contradictorios que no
alcanzan a resolver la cuestion del papel que juega la funcion timica en la infeccion. A
pesar de que el timo haya mostrado seguir siendo funcional a edades de 40-50 afios [280,
288, 289] la produccién de nuevos linfocitos T es minima comparada con la existente en la
infancia, (unas 50 veces inferior [205]) y no esta claro si esta pequefia produccion tiene
alguna repercusion o beneficio en la recuperacion de las respuestas inmunes. Es por ello
que so6lo en nifios seria posible elucidar la repercusion que tendria una adecuada funcion
timica, y si las estrategias encaminadas a estimular dicha funcion aportarian o no algin
beneficio en el tratamiento y control de la infeccion.

El timo es capaz de generar durante el periodo fetal todo el repertorio de linfocitos T
especificos a partir de las células progenitoras provenientes de la médula dsea, lo que
supone cerca de 10° clones o especificidades distintas. Ademas, mientras los nifios han
demostrado recuperar rapidamente la poblacion de linfocitos T CD4+ tras recibir
quimioterapias citotoxicas, esta recuperacion es incompleta y mucho mas lenta en
individuos mayores de 20 afios [223, 290]. Estos datos indican que el timo en el nifio
tendria la capacidad potencial de regenerar el repertorio de linfocitos T, recuperando
completamente un sistema inmune que ha demostrado responder eficazmente a la infeccion

por el VIH en las primeras etapas de la infeccion primaria [48-51].
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6.1 Funcion Timica en la Infeccion Pediatrica por el VIH.

En primer lugar se determiné como se ve afectada la funcion timica por la infeccion
por el VIH en nifios, ya que existian evidencias de que el VIH podria ejercer un efecto
inhibitorio sobre dicha funcion [42, 43, 210, 254]. Los resultados muestran claramente que
la produccion timica, representada como valores de TRECs, es significativamente inferior
en nifos infectados verticalmente por el VIH que en nifios no infectados de la misma edad
(Articulo 1. Figure 1 (pg 90), Figura 14). Algunos autores asocian los valores inferiores de
TRECs observados en individuos infectados a un efecto de dilucion de TRECs al aumentar
la expansion periférica [291], e insisten en la importancia de una cuidadosa interpretacion
de los resultados obtenidos por este método [292]. Efectivamente, en individuos infectados
una expansion periférica de linfocitos T CD8+ memoria o efectores (células que no
presentan TRECSs) por la presencia del virus, produciria una dilucion de las células TRECs
positivas y por tanto una disminucion en los valores de TRECs en PBMCs que no
corresponderia a una menor timopoiesis. Sin embargo en nifios, en los que la funcién
timica es tan activa, es muy improbable que estas diferencias en la expansion periférica de
linfocitos T expliquen las grandes diferencias de los valores de TRECs observados entre
nifios sanos e infectados. Se ha demostrado que en presencia de un timo funcional, la
expansion periférica se ve suprimida [290, 293], por lo que en el nifo, la repercusion de la
expansion periférica en la dindmica de las células T seria minima. Por otro lado, analisis de
TRECs realizados en linfocitos T CD4+ purificados, que no se verian afectados por la
expansion de linfocitos T CD8+, muestran que los nifos infectados presentan valores de
TRECs muy inferiores a nifos sanos [294], coincidiendo con nuestros resultados. De Rossi
et al. demuestran que en nifios, los cambios de TRECs en PBMCs totales son comparables
a los obtenidos en TRECs determinados en linfocitos T CD4+ purificados [295], lo que
valida nuestros resultados. Otro estudio, en el que se determina la proliferacion celular
mediante la cuantificacion de un antigeno nuclear denominado Ki67, concluye que los
valores inferiores de TRECs observados en individuos infectados no son debidos a
diferencias en la proliferacion, si no que reflejan realmente una menor timopoiesis [296].
Por ultimo, la gran asociacion que aparece en todos nuestros resultados entre los valores de

TRECs y porcentajes de CD4 son indicativos de que, al menos en nifios, los valores de
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TRECs reflejan el grado de timopoiesis y estan directamente relacionados con el
mantenimiento de la poblacion de linfocitos T CD4+.

En nuestros resultados se observa que los valores de porcentaje de linfocitos T CD4+
también son marcadamente inferiores en nifios infectados. Como se observa en la Figura
15, existe una gran correlacion entre los valores de porcentaje de CD4 y los valores de
TRECs, y nuestros resultados muestran que a lo largo del seguimiento de los nifios, las
variaciones en el porcentaje de CD4 siempre eran concomitantes con las variaciones en los
valores de TRECs (Articulo 1. Figure 3 (pg 92)). Todo ello indica que los valores de CD4
en periferia dependen en gran medida de la produccion timica. La poblacion de linfocitos T
en periferia es mantenida gracias a un equilibrio dindmico entre la timopoiesis y la
expansion post-timica de los linfocitos T periféricos [297, 298]. Se ha demostrado que
durante el periodo fetal y el desarrollo postnatal, es la timopoiesis la que contribuye en
mayor medida al mantenimiento de este “pool” de linfocitos T [299, 300], que va a estar
constituido principalmente por células de fenotipo virgen (CD45RA" CD62L") que son
ademas TREC™ [210]. La atrofia timica que acontece con la edad va a hacer que la
aportacion timica disminuya y en compensacion que aumente la expansion periférica, que
en edades avanzadas serd la principal responsable de mantener una adecuada poblacion de
linfocitos T [297, 301, 302]. Es por tanto 16gico pensar que la caida de CD4 asociada a la
infeccion, se deberia a la destruccion de células CD4 por parte del virus y, al menos en
nifios, también se deberia en gran medida a la inhibicion de la funcidn timica que impide
una regeneracion adecuada de estas células [303, 304]. Esto podria explicar por qué la
infeccion por el VIH en nifios, antes de la aparicion de la HAART, era mas agresiva y de
curso mas rapido que en adultos (0) [10, 74]. De hecho, la disfuncion timica se ha asociado
con progresion temprana a la enfermedad en nifios infectados perinatalmente [305-307] y
se ha observado que la infeccion por el VIH produce una depleciéon de linfocitos con las
mismas caracteristicas que la deficiencia timica congénita o sindrome de DiGeorge [305].

Por el contrario, el porcentaje de linfocitos T CD8+ no ha mostrado estar asociado a
los niveles de TRECs. En la infeccion por el VIH, son los linfocitos T CD4+ la principal
diana del virus y las que son eliminadas preferentemente, mientras que las células CD8 no
son deplecionadas, si no que han mostrado sufrir una marcada expansion en respuesta a la
presencia del virus. Por tanto el timo estaria produciendo de forma especifica linfocitos T

CD4+ con el fin de repoblar las células perdidas, mientras que los valores de linfocitos
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CD8 dependerian por el contrario de los fendmenos de expansion periférica y activacion de
la respuesta CTL, como se ha apuntado en otros estudios realizados en adultos [308].

Existen evidencias de que la infeccion por el VIH es capaz de inhibir la funcién
timica, que explicarian los valores inferiores de TRECs observados en nifios infectados.
Diversos estudios clinicos han mostrado que el timo de nifos y adultos infectados por el
VIH sufre cambios morfologicos anormales que incluyen deplecion de timocitos y una
involucion avanzada [281, 309-312]. Ademas, la infeccion por SIV en macacos reshus, ha
mostrado producir alteraciones similares en la funcién timica [313, 314]. Estudios
realizados en cultivos de tejido timico, en modelos de cultivo de 6rgano timico y ratones
SCID-hu han mostrado que los timocitos en casi todos los estados de maduracion son
susceptibles de ser infectados por el VIH [254, 315-319]. Por ultimo, se ha comprobado
que la infeccion por VIH produce un incremento de los infiltrados de células CTL en el
espacio perivascular y una mayor desaparicion de areas con timopoiesis activa, casi
idéntica a la observada durante la atrofia timica o en pacientes con miastenia gravis [299].
Estas evidencias apoyan la inhibiciéon de funcion timica que se extrae de nuestros
resultados, que ademas ha sido confirmada por diversos estudios tanto en nifios [294, 300,
305, 307] como en adultos [296, 308, 320-324] en los que se observan niveles inferiores de
TREC:s asociados a la infeccion.

Es interesante observar como en los 3 primeros meses de vida, los valores de TRECs
en nifos infectados son idénticos a nifios sanos (Articulo 1. Figure 1 (pg 90)). Esto podria
deberse a que en el 70 % de los casos, la transmision vertical del VIH se produce en el
momento del parto [71, 111-113], y por tanto es necesario que transcurran unos meses para
que el efecto de la infeccion se vea reflejado en la funcidn timica. Trabajos recientes han
confirmado que los nifios que son infectados en el momento del parto, desarrollan los
sintomas de la infeccion por el VIH mas tarde que aquellos que adquieren la infeccion
durante la gestacion en el Utero [325].

Una prueba mas de la importancia del timo en nifios infectados es el hecho de que los
nifios definidos como asintomdticos a largo plazo (LTA) son precisamente los que
presentan unos valores de TRECs similares a nifios no infectados (Articulo 2. Figure la
(pg 99)) que podrian permitir una adecuada repoblacion de linfocitos T que permite un
control mas eficaz de la infeccion evitando la progresion de la enfermedad. Estos nifios
LTA han conservado estables los valores de linfocitos T CD4+, no han progresado a la

enfermedad y han mantenido valores bajos de CV durante varios afios, que puede estar
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permitiendo que el timo no sufra la inhibicion por parte del VIH y que por tanto conserve
su funcionalidad. Ademas, los resultados presentados en esta Memoria muestran que los
nifios LTA conservan las respuestas proliferativas frente a aloantigenos, presentan bajos
valores de activacion, y en general se puede decir que conserva un sistema inmune similar
al de nifios no infectados. Por el contrario, los niflos definidos como progresores rapidos
(RP) tienen una funcion timica deficiente, como reflejan sus valores dramdaticamente
inferiores de TRECs, que podria ser responsable de su progresion mas rapida a la
enfermedad, de los bajos valores de linfocitos T CD4+ virgenes y de las alteraciones
inmunoldgicas que se reflejan en los resultados mostrados en esta Memoria (Articulo 2
(pg 94)). Estos hechos son corroborados por varios estudios que confirman que la
progresion rapida de la enfermedad en nifios VIH+ se asocia con una involucién temprana
del timo a causa de la infeccion [307, 326].

Tras comprobar que la funcion timica es clave en nifios infectados por el VIH, y que
de ella depende en gran parte la progresion a la enfermedad y la conservacion de un
adecuado sistema inmunologico, cabria pensar que la distinta progresion observada con
cepas virales distintas podria deberse al grado de afectacion timica que producen dichas
cepas.

Tanto en adultos como en nifos, la aparicion de cepas X4 o SI se asocia con una
mayor progresion a la enfermedad y con una mayor deplecion de linfocitos T CD4+ [150,
255-257, 327-330]. Los resultados presentados muestran efectivamente, que los nifios que
presentaban cepas X4 presentan valores de linfocitos T CD4+ muy inferiores a los de cepas
RS, y los valores de TRECs, que correlacionan significativamente con las células CD4,
también son muy inferiores en presencia de virus X4 (Articulo 3. Figure 1a (pg 105)).
Esto hace indicar que las cepas X4 presentan un mayor efecto inhibitorio de la funcion
timica que seria responsable de los valores inferiores de linfocitos CD4 observados, y que
dada la importancia ya mencionada del timo en la progresion de la enfermedad, podria ser
también responsable de la mayor progresion asociada a la aparicion de estas cepas X4 o SI.
Este hecho es confirmado por los resultados obtenidos en el estudio longitudinal, ya que en
un mismo paciente el cambio de fenotipo de X4 a RS produce una marcada disminucién de
los valores de TRECs (Articulo 3. Figure 1b (pg 105)).

Cabe la posibilidad de que la correlacion observada entre la presencia de cepas X4 y
valores inferiores de TRECs fuera secundaria a otros factores. Los valores de TRECs han

mostrado depender en gran medida de la edad [210, 280, 289]. Dado que las cepas RS han
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mostrado ser predominantes en las fases tempranas de la infeccion y las X4 en fases mas
avanzadas [331, 332], cabe la posibilidad de que las muestras con cepas X4 correspondan a
edades mas avanzadas que las muestras RS5. Sin embargo, al incluir la edad como
covariable en el analisis estadistico, los valores de TRECs contintan siendo
significativamente inferiores en presencia de virus X4 independientemente de la edad. Otra
posibilidad es que las cepas X4, presenten una cinética de replicacion mas alta y rapida
[29, 30] y que por tanto la presencia de estas cepas conlleve una mayor carga viral, que se
asociaria con una mayor inhibicion timica simplemente por existir una mayor cantidad de
virus. Sin embargo, los resultados presentados muestran que no existen diferencias en los
valores de TRECs entre nifios con cepas de replicacion S/L (lenta/baja) y R/H (répida/alta),
y que las cargas virales de los nifios con cepas X4 y R5 no son significativamente
diferentes. Por lo tanto, se puede concluir que las cepas X4 producen una mayor inhibicion
timica que es independiente de la edad y que no estd asociada a la cinética de replicacion o
a la viremia asociada a la presencia de estas cepas.

Estudios recientes han demostrado que las cepas virales X4 y no las cepas RS tienen
la capacidad de infectar timocitos, lo cual explicaria y confirmaria los resultados
presentados en esta Memoria. Zaitseva et al. demuestran que las cepas X4 son capaces de
infectar timocitos inmaduros, que presentan una alta expresion del correceptor CXCR4,
afectando la funcion timica [333]. Zamarchi et al. observan que cerca del 30% de los
timocitos expresan CXCR4 en gran cantidad (aprox. 10000 moléculas por célula), mientras
que el correceptor CCRS esta presente en menos del 5% de timocitos con una expresion
mas baja (menos de 4000 moléculas por célula). También observan que existen altos
niveles de mRNA de CXCR-4 en timocitos mientras que el mRNA de CCRS es casi
inexistente, y que la infeccion in vitro de timocitos es mucho mas eficiente con cepas
CXCR-4 o T-tropicas que con cepas CCR5 o M-tropicas [334]. Recientemente, Schmitt et
al. demuestran que el entorno timico favorece la replicacion de las cepas X4 al modular
positivamente la expresion de CXCR4 en timocitos maduros CD4+CD8-CD3+. La
interaccion de células timicas epiteliales con estos timocitos induce un incremento en la
expresion de CXCR4, mediante la secrecion de citocinas entre las que se incluye la IL-7
[335]. Estudios aparecidos en el afio pasado, muestran modelos matematicos de
timopoiesis que confirman los resultados presentados en esta Memoria. Mediante estos
modelos, Ye et al. predicen que la infeccion timica mediante cepas distintas del VIH

inducen diferentes grados de disfuncidén timica que contribuyen a la progresion de la
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enfermedad. Ademas, observan que la infeccion timica en nifios es mucho mas severa que
en adultos, especialmente en presencia de cepas X4, dado que el timo es mucho mas activo
en pacientes pedidtricos, y que el cambio de cepas R5 a X4 induce mayor deterioro de la
timopoiesis [300]. Por ultimo, un estudio aparecido en los ultimos meses muestra que al
infectar macacos recién nacidos con un virus quimérico de tipo X4 producia una
involucion timica severa, mientras que la infeccion con virus de fenotipo R5 solo producia
alteraciones menores en la morfologia del timo [336].

Por tanto, la alta expresion del co-receptor CXCR-4 en timocitos permite la entrada
de las cepas X4 del VIH, que se asocia con una mayor infeccion de timocitos, una mayor
inhibicién de la timopoiesis y una mayor progresion a la enfermedad. Por el contrario, las
cepas R5 del VIH son menos eficaces infectando timocitos dada la baja expresion del co-

receptor CCRS5 en estas células.
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6.2 Repoblacion de Linfocitos T CD4+ tras la Terapia Antirretroviral.

Dado el efecto inhibitorio mencionado del VIH sobre la funcion timica, cabe esperar
que una disminucion dréstica de la viremia conduzca a una recuperacion de la funcion
timica, y que esta recuperacion sea especialmente patente en niflos, los cuales conservan
intacta su capacidad timopoiética. Los resultados presentados en esta Memoria confirman
de forma patente esta hipotesis, ya que la instauracién de terapias antirretrovirales,
especialmente la HAART, producen una marcada caida de la viremia que se ve seguida por
una recuperacion drastica en el porcentaje de linfocitos T CD4+. Este aumento de CD4 es
concomitante con un aumento igualmente marcado en los valores de TRECs (Articulo 4.
Figure 1 (pg 108), Articulo 1. Figure 3 (pg 92)). Esta correlacion tan estrecha entre
valores de TRECs y CD4 es indicativa de que la repoblacion de linfocitos CD4 en nifios
tras el control de la viremia tiene un origen mayoritariamente timico, como han confirmado
otros estudios [295, 337]. Ademas, otros marcadores de funcion timica como el volumen
timico, determinado por tomografia computerizada del térax, también han mostrado
incrementar con la terapia [338] y estar estrechamente correlacionados con los valores de
TRECs en linfocitos T CD4+ purificados y con la recuperacion de CD4 [339]. Los
resultados muestran ademas que, los nifios que tras recibir TAR durante mas de 3 afos no
habian conseguido recuperar la poblacion de linfocitos CD4 (Non-Rec), eran precisamente
aquellos que presentaban niveles significativamente inferiores de TRECs (Articulo 5.
Figure 2c (pg 118)). Esto confirma que una adecuada timopoiesis es necesaria para
alcanzar el nivel de repoblacion de linfocitos CD4 observado en los nifios que responden a
la terapia o recuperadores (Rec).

Existen diversos estudios que muestran un incremento de TRECs tras la terapia
HAART en adultos infectados [210, 294, 324, 340] e incluso un incremento en la talla del
timo [341]. Sin embargo, no esta demostrado que el posible incremento en la timopoiesis
sea el responsable de la recuperacion de la poblacion CD4, ya que se han observado
incrementos en linfocitos CD4 virgenes sin que exista el correspondiente incremento en
TRECs [342], e incluso se han mostrado incrementos de linfocitos CD4 virgenes tras la
terapia HAART en individuos timectomizados [281]. En adultos, el porcentaje de células
TRECsS positivas raramente supera el 5% de los linfocitos T en periferia, lo que refleja una

escasa timopoiesis que no esta claro si es suficiente para recuperar la poblacion CD4, por
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lo que otros mecanismos distintos a la timopoiesis como la redistribucion de linfocitos T o
expansion periférica serian los principales responsables de la recuperacion en los recuentos
de CD4 [326].

En los resultados presentados en esta Memoria se observa una marcada recuperacion
en los valores de CD4 tras la instauracion de las terapias antirretrovirales, llegando en
algunos nifios a incrementar desde menos de un 5 % hasta un 50 % en menos de un afio
(Articulo 4. Figure 1 (pg 108)). Ademas, varios trabajos muestran un marcado incremento
de linfocitos T CD4+ virgenes tras terapia HAART en nifios [219, 343, 344] que estan
asociados al incremento de TRECs y que alcanzan valores proximos a los observados en
nifos no infectados [343]. Diversos estudios muestran que la repoblacion de CD4 tras la
terapia depende en gran medida de la edad del paciente, coincidiendo en que la
preservacion de la funcion y masa timica a edades tempranas seria la responsable de estas
diferencias con la edad y de la marcada repoblacion que alcanzan los nifios infectados
[279, 289, 345-347].

Los resultados muestran ademds, que la HAART se asocian con un mayor
incremento en TRECs y una mayor recuperacion de CD4 que las terapias combinadas
(Articulo 4. Figure 1 (pg 108)). La mayor disminuciéon de CV alcanzada con HAART
seria la explicacion logica a estas diferencias, pero la distinta accesibilidad de los
diferentes farmacos a los tejidos también podria influir. Ye et al. muestran que la eficacia
de los fArmacos inhibiendo la replicacion viral dentro del timo determina en gran medida la
recuperacion de TRECs, sobretodo en nifios con cepas de tipo X4. Mediante un modelo
matematico, muestran que los inhibidores de la RT son poco eficaces recuperando la
funcién timica, mientras que los IP serian capaces de entrar en el timo y controlar la
replicacion de los virus X4, aumentando de forma marcada la timopoiesis [348].

Por tanto podemos concluir que, dado el efecto inhibitorio mencionado del VIH
sobre el timo, la marcada disminucion de la CV debido a los TAR seria un requisito
indispensable para que el timo pueda recuperar su funcion timopoiética y repoblar la

poblacion de linfocitos T CD4+.
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6.3 Implicacion de la Interleucina -7 en la Homeostasis de Linfocitos T
CD4+.

Los resultados mencionados muestran que tras la supresion de la CV el timo aumenta
su actividad timopoiética recuperando la poblacion de linfocitos T CD4+ hasta alcanzar
valores similares a nifios no infectados. Este hecho indica que podria existir un mecanismo
de homeostasis que responde a la deplecion de CD4 que acontece con la infeccién con un
incremento en la produccion de dichas células para repoblar y mantener los niveles
adecuados de dicha poblacion. Este mecanismo homeostatico estaria regulado por la
produccion de factores que estimulen la diferenciacion, supervivencia y/o expansion de las
células T, como ha sido descrito para otros grupos hematopoiéticos [349, 350]. Se piensa
que un mecanismo homeostatico similar podria conectar los 6rganos linfoides periféricos
con la médula 6sea o el timo, regulando la homeostasis de las células linfoides [260]. Entre
las distintas citocinas y hormonas identificadas como posibles reguladores de la
timopoiesis, la IL-7 ha mostrado tomar parte en la diferenciacion de timocitos en
linfocitos T maduros que pasan del timo a la periferia [258, 259]. Estudios realizados en
ratones muestran que la IL-7 es esencial en el mantenimiento de la poblacion de linfocitos
T [351, 352], y que mejora la reconstitucion inmune en ratones myeloablated [353, 354].
Por otro lado, se ha observado que los pacientes VIH+ presentan valores plasmaticos de
IL-7 elevados que ademads correlacionan negativamente con los valores de linfocitos T
CD4+ [260-263]. Por todo ello, se ha propuesto el incremento de IL-7 como la respuesta
homeostatica a la deplecion de linfocitos T CD4+ causada por la infeccion [260].

Sin embargo, en los estudios realizados en adultos [260-263], no se ha observado que
estos altos valores de IL-7 tengan efecto alguno en la repoblacion de linfocitos T. El efecto
inhibitorio del VIH sobre el timo, y sobre todo, la involucion timica que se da en adultos,
puede estar anulando la capacidad del timo de responder a estos altos valores de IL-7 con
un incremento en la timopoiesis. De hecho, se ha observado en adultos que, a pesar de
disminuir la CV tras el TAR, no se da una recuperacion de linfocitos T CD4+ virgenes y
los valores de IL-7 permanecen elevados [263]. Los datos presentados en esta Memoria
muestran sin embargo, que en nifios el timo si seria capaz de responder a estos altos niveles
de IL-7 y se observa una asociacion entre el incremento de TRECs y los valores

plasmaticos de IL-7.
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Coincidiendo con otros estudios realizados en adultos [260-263], los resultados
muestran una correlacion inversa entre el porcentaje de CD4 y los valores de IL-7. En los 5
nifios analizados, cuando el porcentaje de CD4 estaba por debajo del 5-10% la IL-7 suftria
un marcado incremento, muy por encima de los valores observados en nifios no infectados.
Sin embargo, los nifios definidos como asintomaticos (LTA), cuyos porcentajes de CD4
eran proximos al 30% presentaban valores plasmaticos de IL-7 similares a los de nifios no
infectados. No se observo sin embargo, correlacion alguna entre IL-7 y el porcentaje de
linfocitos T CD8+. Esto indica que el incremento de IL-7 podria ser la respuesta
homeostatica que se desencadena tras la caida de CD4. Como proponen Napolitano et al. la
caida de linfocitos T en circulacién induciria a las células dendriticas presentes en los
organos linfoides secundarios a producir IL-7, la cual, estimularia la produccién de nuevos
linfocitos T en el timo, donde la IL-7 ha demostrado jugar un papel clave en el desarrollo
de los precursores CD4 y CDS, y en la expansion de los timocitos seleccionados
positivamente [260].

Mientras la CV se mantenia elevada, los valores de IL-7 se mantuvieron elevados y
no se observo ningn incremento de TRECs o linfocitos T CD4+, probablemente debido al
efecto inhibitorio ya comentado del VIH sobre el timo y al hecho de que la IL-7 podria
estar favoreciendo la infeccion de timocitos por el VIH [258]. Estudios realizados in vitro,
indican que la IL-7 aumenta la expresion de CXCR4 en timocitos CD4+ [335] y en
PBMCs [262], lo que podria aumentar la susceptibilidad de los linfocitos T frente a cepas
X4 del VIH. Sin embargo, al disminuir de forma drastica la CV a consecuencia de los
TAR, se observa un marcado incremento de TRECs acompafiado del incremento en el
porcentaje de CD4, e interesantemente, se observa como tras la normalizacion de los
valores de CD4, la IL-7 disminuye drasticamente volviendo a sus niveles basales. Este
hecho apoya la implicacion de la IL-7 en la homeostasis de linfocitos T, ya que al
normalizarse los valores de CD4, por un posible mecanismo de retroalimentacion negativo
se dejaria de activar la produccioén de IL-7, disminuyendo sus valores plasmaticos. Este
hecho coincide con otras situaciones en las que se da linfopenia (sindrome de
inmunodeficiencia severa combinada, leucemia linfoide aguda, linfopenia inducida por
quimioterapia), donde también aparecen valores de IL-7 elevados que, cuando se revierte
la linfopenia, se normalizan hasta recuperar los valores basales [354, 355]. A la vista de

estos datos parece improbable que el incremento de IL-7 se deba a otros factores asociados
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a la infeccion, y seria la deplecion de CD4 la principal responsable de este incremento,
como ya han apuntado otros autores [260].

Por otro lado, el incremento de TRECs observado podria deberse directamente al
efecto ya comentado de la IL-7 estimulando la timopoiesis. Datos recientes demuestran
que la administracion exogena de IL-7 tanto in vitro como in vivo, incrementa los valores
de TRECs en timo fetal e infantil [356]. Ademas del efecto directo sobre el timo, la IL-7
también incrementa la regeneracion extra-timica de linfocitos T [355, 357], y ha mostrado
jugar un papel clave en la supervivencia de linfocitos T virgenes, especialmente de los
linfocitos T CD4+ virgenes [358]. También se ha descrito recientemente que la IL-7
promueve la generacion y aumenta la supervivencia de linfocitos T CD4+ memoria [359,
360].

Estos datos apoyan la hipotesis de que la IL-7 sea la principal responsable de la
repoblacion de linfocitos T CD4+ observada. El incremento de IL-7 estaria induciendo al
timo a incrementar la produccion de linfocitos T, que al desaparecer la inhibicion timica
con la caida de la carga viral, incrementaria la timopoiesis que se reflejaria como un
aumento de TRECs, y conduciria al marcado incremento de linfocitos T CD4+. Una vez
alcanzados niveles adecuados de CD4, los mecanismos de homeostasis harian disminuir
los niveles de IL-7 hasta los valores basales.

Los resultados presentados en esta Memoria sugieren por tanto, un posible efecto
beneficioso de la administracion de IL-7 en nifios con bajos recuentos de CD4 con el fin de
estimular la repoblacion timica de estas células. Existe controversia sobre los posibles
efectos perjudiciales de la IL-7. Se ha descrito que la IL-7 podria acelerar la progresion de
la infeccion [260], y aumentar la susceptibilidad al VIH de linfocitos T virgenes [361].
Pero también hay datos de que en macacos la administracion de IL-7 estimula la
produccion timica y la expansion periférica de linfocitos T sin incrementar la replicacion
del virus [362] y que en ratones incrementa la supervivencia de timocitos sin acelerar la
infeccion por VIH [363]. Estos datos, asi como la ausencia de efectos beneficiosos en
adultos, hacen necesario mas estudios para determinar el beneficio o prejuicio de esta

terapia en adultos o en individuos con CV elevada.
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6.4 Recuperacion de Respuestas Inmunoldgicas tras la Reconstitucion
Inmune.

El origen timico de la repoblacion de linfocitos T CD4+ podria permitir una
recuperacion en el repertorio de especificidades que conduciria a una recuperacion de
respuestas especificas frente a patdogenos oportunistas y también frente al VIH. De hecho,
se ha visto que el incremento en la poblacion CD4 permite recuperar algunas respuestas
inmunes frente a patdgenos oportunistas [217, 272, 273] disminuyendo la incidencia de
infecciones oportunistas [269, 274, 275]. Con el fin de caracterizar estas respuestas en
nifios y su asociacion con la repoblacion timica se analizo la capacidad de proliferacion y
la produccién de citocinas en respuesta a distintos mitdogenos y antigenos de recuerdo en
PBMC:s.

La pérdida de respuestas proliferativas de los linfocitos T CD4+ a antigenos de
recuerdo como el TT, es una de las primeras manifestaciones que aparecen en la infeccion
por VIH. A continuacion, aparecen alteraciones en la respuesta proliferativa frente a
aloantigenos, y con el continuo declive de los linfocitos T CD4+ se pierden también las
respuestas a mitdgenos como PHA o PWM [87]. Los resultados muestran que los nifios
definidos como LTA, conservaban las respuestas proliferativas frente a aloantigenos, pero
las respuestas frente a antigenos de recuerdo estaban disminuidas con respecto a los
controles no infectados. Esto podria ser indicativo de que los nifios definidos como LTA
estarian estabilizados en las primeras etapas de la infeccion, al no haber perdido todavia las
respuestas a aloantigenos. Sin embargo, los nifios definidos como RP muestran una baja
capacidad proliferativa tanto a antigenos de recuerdo como a aloantigenos, que podria estar
asociada a los altos valores de linfocitos T CD4+ memoria y activados con un alto grado de
diferenciacion y baja capacidad proliferativa [364]. En los nifios LTA, los valores de
linfocitos T CD4+ virgenes, memoria y de células activadas fueron similares a los
observados en controles, lo cual podria explicar la similar respuesta proliferativa en
comparacion con los controles no infectados. Se observa ademas que, cuando la terapia
antirretroviral es efectiva, las respuestas proliferativas frente a mitdgenos volvieron a
valores normales (Articulo 5 (pg 110). Resino, Correa et al. AIDS Res. Hum. Retroviruses
18:1395-1406, 2002), al igual que se ha observado en adultos [365, 366] y en trabajos
posteriores en nifos [344]. La baja respuesta proliferativa observada en los nifios que no

habian respondido a la terapia (Non-Rec), podria ser igualmente debida a la mayor
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proporcion de linfocitos T memoria y activados. Un reciente estudio muestra que los nifios
Non-Rec, presentan una mayor expansion de linfocitos T CD4+ (determinada por la
expresion de Ki67), asi como una mayor activacion inmune y una reduccion de los valores
de TRECs [367]. De gran interés es que los nifios que responden a la terapia (Rec), al igual
que los LTA no recuperan respuestas proliferativas frente a antigenos de recuerdo, que
podria deberse a la pérdida temprana e irreversible de estas respuestas en las primeras
etapas de la infeccion.

En cuanto a la produccion de citocinas, se ha observado que los linfocitos T
colaboradores de tipo Thl producen grandes cantidades de IFN-y, IL-2 y TNF-a [368], y
estas respuestas de tipo Thl estdn especialmente disminuidas en el curso de la infeccion
por el VIH [369, 370]. Esto explicaria los bajos valores de IFN-y y TNF-a observados en
los nifios definidos como RP y tanto en los que respondieron a la terapia (Rec) como los
que no respondieron (Non-Rec), reflejando una funcion alterada de los linfocitos T CD4+
[370]. Mientras que los nifios definidos como LTA, que como se ha comentado estarian
estabilizados en las primeras fases de la infeccion, presentaron valores de IFN-y y TNF-a
muy superiores.

El timo podria estar desempefiando un papel clave en la preservacion de estos
parametros inmunoldgicos. Los resultados muestran que tanto los nifios que responden a la
terapia como los definidos como LTA, presentan altos valores de TRECs proximos a los
observados en controles no infectados. La mayor timopoiesis en estos nifios estaria
recuperando la poblacién de linfocitos T CD4+ virgenes [219, 343, 344] que permitiria
preservar distintos pardmetros inmunoldgicos. Sin embargo, tanto los nifios que no
responden a la terapia (Non-Rec) como los definidos como RP, presentan valores muy
inferiores de TRECs. La ausencia de generacion de nuevos linfocitos T por la inhibicion
timica secundaria a la infeccion [254], asi como el continuo estimulo antigénico del VIH
en estos nifios, estaria favoreciendo la caida de linfocitos T virgenes y la diferenciacion de
los linfocitos T a células memoria y activadas que han mostrado tener una capacidad
proliferativa disminuida [364].

El analisis de las respuestas proliferativas frente a antigenos del VIH (p24) realizado
en PBMCs, mostro que no existian diferencias entre nifios LTA y RP. Diversos estudios
han mostrado que la proliferacion frente al VIH se encuentra disminuida desde el inicio de
la infeccion [87, 371-374], lo que explicaria que incluso en los LTA sean bajas y similares

a las de nifios RP.
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Los ensayos de respuestas proliferativas han sido frecuentemente utilizados para
estudiar respuestas especificas, y se ha asociado la deteccion de repuestas proliferativas
especificas con la inmunidad protectiva frente a infecciones virales [183, 286]. Sin
embargo, esta metodologia no permitia determinar de forma precisa la frecuencia de
linfocitos T CD4+ VIH-especificos. Ademas del importante papel que juegan los linfocitos
T CD8+ en la respuesta antiviral, se ha demostrado tanto en ratones como humanos el
papel critico de los linfocitos T CD4+ especificos frente al virus y su asociacion con la
respuesta protectora antiviral [179, 183, 286, 375-380], pero también se ha observado que
en la infeccidon por el VIH las respuestas CD4 VIH-especificas se ven alteradas desde el
inicio de la infeccion y disminuyen incluso antes de que se de la caida en los valores de
linfocitos T CD4+ [87, 371-374]. Por todo ello, se realiz6 un andlisis mediante citometria
de flujo de la frecuencia de linfocitos T CD4+ VIH-especificos en base a su capacidad de
secretar [FN-y e IL-2 en respuesta a la estimulacion antigénica con la proteina p55 gag del
VIH.

El analisis mediante citometria mostré 3 tipos de linfocitos T CD4+ VIH-especificos:
células que secretaban IL-2, células que secretaban IFN-y y células que secretaban ambas
citocinas. Harari et al. [264] han demostrado que estos 3 tipos celulares corresponden con
3 subpoblaciones funcionalmente distintas de linfocitos T CD4+, cuya proporcidon va a
variar con la progresion de la enfermedad y el estado inmunoldgico del paciente. Harari et
al. [264] mostraban que al analizar las respuestas especificas frente a CMV en adultos
infectados LTNP, progresores, e individuos VIH negativos, la mayoria de las linfocitos T
CD4+ secretores de IFN-y y las secretoras de ambas citocinas (IL-2"/ IFN-y") eran células
memoria CCR7", que corresponderia a células memoria con funcion efectora. Sin embargo,
las células secretoras de IL-2 eran células CCR7" que corresponderia con células de
memoria central. También observaron que en individuos LTNP los linfocitos T CD4+
VIH-especificos estaban igualmente distribuidas entre las 3 poblaciones, al igual que
ocurria con los linfocitos T CD4+ CMV-especificas en individuos infectados y no
infectados. Sin embargo, en los pacientes infectados por VIH definidos como progresores,
las células IL-2" y las IL-2"/ IFN-y" estaban practicamente ausentes lo que representaba
una acumulacion de células de tipo efectoras (IFN-y"). En estos individuos progresores, el
control de la viremia mediante la terapia antirretroviral hacia disminuir los valores de
células IFN-y" y recuperar ligeramente los de células IL-2", presentando un patron similar

al de LTNP [264].
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El estudio realizado en nifios infectados, muestra 3 patrones distintos de linfocitos T
CD4+ VIH-especificos. En un grupo de nifios existe un predominio de células IFN-y"
semejante al observado en adultos progresores, otros 9 nifios presentaban los 3 tipos de
células semejante a adultos LTNP y 10 de los nifios presentaban un patrén de predominio
de células IL-2" que nunca se habia descrito en adultos infectados. A pesar de las
similitudes en el patron de produccion de citocinas, la cantidad de linfocitos T CD4+ VIH-
especificos fue muy superior en nifios con respecto a la de adultos. Harari et al. [264]
muestran un valor medio de células IFN-y" de 0,11% en adultos progresores y de 0,12% en
LTNP, similares a los observados por otros autores en adultos [185, 264-267]. Sin
embargo, en los niflos estudiados el porcentaje de células IFN-y" alcanzo valores del
0,90%, siendo el valor medio en el grupo con predominio de IFN-y" de 0,48%, comparable
a los valores obtenidos por Scott et al. en nifios [381]. En cuanto a las células IL-2+, Harari
et al. [264] obtienen valores medios de 0,03% en progresores y 0,17 en LTNP, mientras
que Younes et al. [265] obtienen valores medios no detectables en pacientes con viremia
alta y de 0,06% en pacientes avirémicos. En los nifios analizados se alcanzan valores de
células IL-2" de 0,88% y la media en el grupo con predominio de IL-2" es de 0,27%.

El analisis estadistico muestra que unicamente la CV tiene efecto sobre la frecuencia
de células especificas, mostrando una correlacion positiva con las células IFN-y".
Efectivamente, los nifios que presentaban un predominio de IFN-y" experimentaban en el
momento del estudio un pico de CV, y era la CV la unica variable que diferenciaba a este
grupo de nifos del resto. Esto seria debido a que el incremento de carga viral induciria la
diferenciacion y expansion de células especificas a adquirir funcién efectora (que
presentarian un fenotipo CCR7” e IFN-y"), con el fin de controlar la replicacion del virus,
como se ha observado en adultos [264]. Se ha comprobado que una exposicion transitoria
al antigeno seria suficiente para desencadenar la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos T [382-385]. La diferencia de magnitud entre adultos y nifios seria debida a que
la reserva de células virgenes presentes en nifilos como consecuencia de la adecuada
repoblacion timica, es mucho mayor que la presente en adultos en los que la funcion timica
estd muy disminuida. Esta reserva de linfocitos T CD4+ virgenes podria diferenciarse en
linfocitos efectores especificas tras el estimulo antigénico provocado por la subida de
viremia, en un proceso que implicaria la interaccion de citocinas especificas [386] como ha
sido propuesto por Seder y Ahmed [387], generando por tanto una gran cantidad de

linfocitos efectores VIH-especificos (Figura 21).
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En la mayoria de estos niflos, estos repuntes de CV son finalmente controlados
debido a la TAR y a la respuesta especifica generada por estas células efectoras que se han
formado, que podrian estar controlando la replicacion del virus. Este hecho se ve reflejado
en el grupo de niflos que presentaban las 3 poblaciones de linfocitos T CD4+ especificos.
Los nifios que sufrieron un pico de CV en el ultimo afio consiguieron controlar la viremia
volviendo a ser indetectable en la actualidad, y tras la desaparicion del antigeno, las células
efectoras (IFN-y") disminuyeron y se produjo un ligero incremento en la frecuencia de Tyic
(IL-2"), tal y como se ha descrito en adultos tras el TAR [264]. La activacién y expansion
de los linfocitos T viene siempre seguida de una fase de muerte celular en la que la
mayoria (~ 90%) de las células efectoras son eliminadas. Este es un mecanismo complejo,
en el que estan implicados multiples mecanismos que conducen a la apoptosis de las
células efectoras [388, 389]. Ademads, se ha observado que los linfocitos T CD4+ se
vuelven mas susceptibles a la muerte celular cuando se convierten en células secretoras de
IFN-y" [390]. Estos datos explican la caida observada de células Tye (IFN-y") por los
mecanismos de apoptosis y porque en ausencia del antigeno se pararia la diferenciacion de
nuevas células efectoras. El ligero incremento de células IL-2" podria explicarse porque en
presencia del antigeno la poblacion de células virgenes presentes en el nifio podria generar
estas células de memoria central (Tyc) como ha sido propuesto por Seder et al.
[387](Figura 21). Ademas de la generacion de células Ty a partir de las células virgenes,
también podria ocurrir que un pequefio porcentaje de las células Tyg se diferenciaran en
Twmce como se ha descrito en ratones para linfocitos T CD8+ [391, 392]. El que el aumento
de células IL-2" no sea muy marcado podria explicarse por el hecho de que la reserva de
células virgenes ha sido agotada en la generacion de células efectoras y se requiere un
tiempo para que el timo recupere las células virgenes. De hecho los resultados muestran
una correlacion positiva en este grupo entre los valores de TRECs y la frecuencia de
células IL-2". La produccion por parte del timo de nuevos linfocitos T permitiria recuperar
la poblacion de linfocitos T virgenes con un amplio repertorio de especificidades y con una
capacidad multipotencial de generar células especificas frente a un amplio repertorio de
antigenos, entre ellos el VIH. Esto explicaria la presencia del tercer grupo de nifios con
predominio de células IL-2". Tras un afio en el que la viremia se ha mantenido controlada y
por lo tanto no ha sido necesario generar células efectoras, los linfocitos T CD4+ virgenes
repobladas por el timo se diferenciarian en células Tyc [387] aumentando

considerablemente la poblacién de células VIH-especificas IL-2". De hecho los resultados
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presentados muestran que en este grupo de nifios el porcentaje de células IL-2" se
correlaciona con la CV media de los ultimos 2 afios, pero no con la del ultimo afio, y que
los valores mas altos de células IL-2" se obtuvieron en nifios que habian sufrido un pico de
viremia en los 2-3 ultimos afios, lo que podria representar la necesidad de la presencia del
Ag para activar la diferenciacion de células Tyc. En los nifios que tuvieron controlada la
viremia durante largos periodos de tiempo (3-5 afios) se observa que aunque la poblacion
predominante siga siendo la de células IL-2", la cantidad de estas células ha disminuido.
Esto se deberia a que tras largos periodos sin la presencia del antigeno dejan de generarse
células especificas, manteniendo Unicamente una pequefia poblacion de células Ty,
capaces de generar una respuesta secundaria si se produce una re-exposicion al antigeno.
Se ha propuesto que la poblacion de células Ty podria diferenciarse en células Ty tras la
re-exposicion al antigeno [181, 393, 394], lo que contribuiria a generar la elevada
poblacion de células IFN-y" observada cuando se produce un aumento de viremia (Figura

21).

Efectora

Respuesta Thl
(células T CD4+)

CD62L" CD62LMP CD62LMP
CCR7" CCR7" CCR7

Figura 21. Modelo de diferenciacion de los linfocitos T CD4+ en la respuesta de tipo Thl.
Adaptado de Seder y Ahmed [387].
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Todo ello seria corroborado por el hecho de que en adultos infectados no se ha
observado nunca este patron de predominio de células IL-2". Se ha descrito que tras la
terapia antirretroviral hay un ligero incremento de células IL-2", que podria tener su origen
en el pequefio porcentaje de células Tyve que se diferencian Ty, pero a pesar del control de
la viremia nunca se llegan a recuperar mas células IL-2". La involucién del timo en el
adulto impediria repoblar la poblacion de linfocitos T CD4+ virgenes impidiendo la
recuperacion del repertorio de especificidades mermado por la infeccion, por lo que el
sistema inmunoldgico seria incapaz de formar nuevas células VIH-especificas para
mantener la reserva de células memoria frente al VIH.

Los pocos trabajos que han analizado los linfocitos T CD4+ VIH-especificos en
nifios, concluyen que las células especificas secretoras de IFN-y estdn presentes en nifios
VIH+ con una replicacion activa del VIH, pero su frecuencia es muy baja en nifios con la
viremia controlada o tras la HAART [381, 395]. Feeney et al. [395] describen que a pesar
de presentar una marcada respuesta proliferativa especifica frente a Gag, la frecuencia de
células CD4 IFN-y" especificas frente a Gag era baja en la mayoria de los nifios tratados
con HAART [395]. A la vista de estos resultados Scott et al. [381] desaconsejan la
interrupcion de la terapia antirretroviral en nifios con el fin de preservar la funcion VIH-
especifica de los linfocitos T CD4+. Sin embargo, en ambos estudios no se han analizado
las células VIH-especificas secretoras de IL-2, y por tanto la poblacion de células Tyc que
es justo la poblacion que se ve afectada en adultos, no es contemplada. Las marcadas
respuestas proliferativas frente a Gag observadas, corresponderian a las células Tyc que
han demostrado tener una alta capacidad proliferativa [264], y no a las Tyg. Nuestros
resultados demuestran que los niflos conservan una adecuada capacidad de reconstituir la
inmunidad VIH-especifica, y por tanto apoyan la eficacia potencial de las interrupciones de
tratamiento supervisadas, la inmunizacidn terapéutica y otras terapias inmunomoduladoras
en nifos.

Por ultimo, un articulo reciente en el que se describe el patron de linfocitos T CD4+
especificos en tres infecciones que difieren en la exposicion al antigeno confirmaria
nuestro modelo [396]. En este trabajo, Harari et al. analizan en adultos las respuestas de
células memoria en: un modelo de persistencia del Ag y alta CV (infeccion por VIH), un
modelo de exposicion repetida al Ag con baja CV (infeccion por CMV), y un modelo de
aclarado del Ag (infeccion por tétanos). Es interesante observar que el patron observado en

adultos infectados por VIH (persistencia del antigeno) corresponde al observado en el
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grupo con predominio de células IFN-y", donde se daba un pico de viremia. El patron
observado en la respuesta frente a CMV (exposicion repetida al Ag), corresponde con el
obtenido en el grupo con los 3 tipos de células especificas, que se daba en nifios que habian
sufrido una re-exposicion al VIH en el ultimo afio. Por altimo, el patron observado en la
respuesta frente al toxoide tetdnico, que corresponderia a una situacion de aclarado del Ag,
es idéntico al obtenido en el grupo con predominio de células IL-2". Este dato es de gran
interés, porque podria ser la primera demostracion de que un sistema inmunoldgico
adecuado podria controlar la infeccion y producir un aclarado del antigeno del VIH.
Podemos concluir que en nifos, donde la funcidon timica esta preservada, el
mantenimiento de una poblacion adecuada de linfocitos T virgenes preservaria la
poblacion de células CD4 VIH-especificas de memoria central. Estas Tyc proporcionarian
una fuente de células CD4 efectoras VIH-especificas capaz de controlar los picos de
viremia. La capacidad observada en nifios de generar linfocitos T CD4+ VIH-especificos
permitiria un control de la replicacion viral y conduciria a un aclarado del Ag similar al
que acontece para el tétanos en adultos. Este hecho podria ser la explicacion a la no
progresion a la enfermedad durante largos periodos de tiempo observada en algunos nifios,
y a la buena respuesta que estdn mostrando los nifios a las interrupciones de tratamiento,
manteniendo estabilizadas viremia y linfocitos T CD4+ sin tratamiento antirretroviral

[397].
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La infeccidn por VIH en nifios ejerce un efecto inhibitorio sobre el timo que se
ve reflejado en los valores inferiores de TRECs y que impide el mantenimiento

de la adecuada homeostasis de linfocitos T.

En los nifos infectados por VIH, el timo juega un papel clave y determina en

gran medida los valores de linfocitos T CD4+ en periferia.

Las distintas cepas virales del VIH tienen un efecto diferencial sobre la funcién
timica. El efecto inhibitorio sobre el timo de las cepas X4 es superior al de

cepas R5 dada la alta expresion en timocitos del receptor CXCR4.

El tratamiento antirretroviral produce una marcada caida de la viremia que
conduce a una repoblacién por parte del timo de la poblacion de linfocitos T
CD4+,

La Interleucina-7 parece ser la principal molécula implicada en el mecanismo
de homeostasis de la poblacion CD4. La caida de linfocitos T CD4+ en periferia
produce un aumento en los valores plasmaticos de IL-7 que parecen estimular la

produccion por parte del timo de nuevos linfocitos T.

La reconstitucion timica de los linfocitos T CD4+ se asocia con una
preservacion de distintos pardmetros inmunoldgicos como la respuesta

proliferativa y produccion de citocinas.

La adecuada repoblacion de linfocitos T virgenes por parte del timo permitiria
la generacion de linfocitos T CD4+ memoria especificos frente al VIH. El
mantenimiento de esta poblacion de células especificas contribuiria al control

de la infeccion y podria conducir a un aclarado del antigeno VIH.
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