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

El Síndrome 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 jóvenes homosexuales con neumonía por 

Pneumocistis Carinii y sarcoma de Kaposi. La primera referencia en la literatura médica 

que alertaba al mundo de este nuevo síndrome de inmunodeficiencia apareció en Junio de 

1981 y describía la aparición de neumonía por Pneumocistis Carinii en 5 hombres 

homosexuales en Los Angeles [1, 2]. Nuevos casos con un síndrome similar aparecieron 

entre usuarios de drogas por vía parenteral, hemofílicos y personas que habían recibido una 

transfusión, y en septiembre de 1982 el “Center for Disease Control and Prevention” 

(CDC) publicó la definición de la enfermedad utilizando la actual designación de AIDS 

(Adquired Immuno Deficience Syndrome) [3]. Análisis posteriores de muestras congeladas 

de suero y tejidos permitieron identificar individuos VIH positivos ya desde el año 1959 

[4]. El hecho de que la mayoría de los primeros casos fueran hombres homosexuales y 

usuarios de drogas inyectadas sugirió que el sida era causado por un agente que se 

transmitía por vía sexual y que podía 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 Taxonomía de 

Virus decidió designar al virus como human immunodeficiency virus (HIV), en español 

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 África, el VIH-2 [8], el 

virus inicial adoptó su denominación 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 patologías de evolución lenta 

que se pueden agrupar en tres tipos de síndromes: neurológicos, autoinmunes y de 

inmunodeficiencia [9].  
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El virión del VIH, es una partícula esférica de 80 a 110 nanómetros, constituida por 

una envuelta lípido-proteica y una nucleocápside de forma cónica denominada core, en 

cuyo interior se encuentra el material genético y las enzimas necesarias para el ciclo viral 

[10]. La envuelta está formada por una bicapa fosfolipídica derivada de la célula huésped. 

Asociada a la bicapa hay dos glicoproteínas virales: gp120, proteína trimérica que 

sobresale hacia el exterior y permanece unida no covalentemente a la proteína gp41 que se 

encuentra anclada a la bicapa lipídica por una región transmembrana. En la parte interna de 

la membrana se encuentra la proteína p17 (Figura 1). La proteína p24 es el componente 

principal del núcleo, que recubre la nucleocápside. Ésta contiene dos copias del genoma 

viral que están recubiertas por la proteína p9, una molécula de ARN transferente que actúa 

como cebador en la iniciación de las síntesis del DNA viral, la retro-transcriptasa, la 

proteasa y la proteína p6 [11].  

 

 

Figura 1. Estructura del VIH-1 o Virus de la Inmunodeficiencia Humana. El 

virión consta de una envuelta lípido-proteica y una nucleocápside de forma 

cónica. 
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El ácido nucleico del VIH está constituido por dos cadenas idénticas de ARN 

monocatenario de polaridad positiva. Su genoma tiene una longitud de 9,8 Kb y está 

formado por tres genes estructurales y siete genes reguladores. Además, en su forma de 

provirus, el genoma viral se encuentra flanqueado por unas secuencias repetidas largas 

(LTR Long Terminal Repeat) que le permiten la integración en el genoma celular, y en las 

que se localizan los elementos reguladores de iniciación de la transcripción viral [12] 

(Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Organización genómica del VIH-1 

 

Los tres genes estructurales, comunes a todos los retrovirus se denominan gag, pol y 

env, que codifican para las proteínas respectivas correspondientes a los antígenos internos, 

las enzimas (polimerasas) y la envuelta (Tabla 1). Los genes reguladores, entre otras 

funciones regulan la latencia o expresión del material genético viral integrado en el 

material celular (provirus) y se denominan: tat, rev, vpr, vif, vpu, nef y vpt (Tabla 1). 

 

vpfpol
gag vit vpu env

nef 

5’ LTR 3’ LTR
tat
rev

tev

R R 
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Tabla 1. Genes del VIH y proteínas que codifican [13]. 

 

1.1.2 Ciclo de la infección 
 

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

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

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

tipos celulares [14, 15]. Además se requiere la interacción del VIH con algún receptor de 

quimiocinas que actuaría también como correceptor del VIH, siendo los más conocidos 

CCR5 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 múltiples correceptores [18]. 

Gen Proteína P.M. (kD) Función 
Env gp160 

gp120 
 
gp41 

160 
120 
 
41 

Precursor preproteico 
Proteína de la envuelta viral 
Interacción con el receptor CD4 
Fusión de membranas 

Gag p55 
p24 
p17 
p9 
p6 

55 
24/25 
17 
9 
6 

Precursor preproteico 
Proteína de la nucleocápside 
Proteína de la matriz 
Ribonucleoproteína 
Ribonucleoproteína, esencial para 
la encapsidación viral 

Pol Transcriptasa 
 inversa 

Integrasa 
Proteasa 

63 
 
11 
15 

Retrotranscripción. Actividad 
RNAsa H 
Integración 
Procesamiento postransduccional 
de las proteínas virales 

Tat Tat 14 Transactivador 
Rev Rev 19 Regulador del transporte y 

procesamiento del mRNA 
Nef Nef 27 Regulación negativa de CD4 y 

HLA I. Aumento de la infectividad 
viral. Incremento de la 
retrotranscripción 

Vif Vif 23 Aumenta la infectividad viral 
Vpr Vpr 18 Transactivador viral. Inducción de 

apoptosis. Transporte del complejo 
de preintegración 

Vpu Vpu 15 Aumenta la liberación de viriones 
Tev Tev 26 Activador de tat y rev 
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La unión de CD4 a gp120 provocaría cambios conformacionales en la envuelta viral 

que permitirían la exposición del dominio de interacción de la gp120 con los receptores de 

quimiocinas CCR5 o CXCR4. La interacción con estos correceptores provocaría nuevos 

cambios conformacionales que expondrían el dominio N-terminal de la gp41, conduciendo 

a la fusión de membranas e internalización de la nucleocápside viral.  

Una vez que la nucleocápside penetra en la célula, se produce la retrotranscripción de 

una de las hebras de ARN viral por la enzima retro-transcriptasa (RT) transportada por el 

propio virión [19]. Debido a la actividad DNA polimerasa y RNAsa de la RT, genera una 

doble hebra de DNA duplicando los LTR, que se sitúan en ambos extremos del genoma 

viral. Este DNA es transportado al núcleo y se integra al genoma celular por la acción de la 

integrasa, constituyendo lo que se denomina provirus integrado. En el proceso de 

transporte del DNA participan proteínas virales como Vpr y la proteína de la matriz p17 

[20, 21], pero se ha demostrado que el proceso de retrotranscripción e integración no es 

dependiente únicamente de factores virales, sino también de factores celulares inducidos en 

el curso de procesos de activación celular. De esta manera, en linfocitos T CD4+ en reposo 

el genoma viral es retrotranscrito de forma incompleta, y no se produce la finalización de 

la retrotranscripción y la integración a menos que la célula sea activada [22], constituyendo 

un reservorio de DNA proviral no integrado susceptible de integración y replicación 

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 replicación masiva con el consiguiente efecto citopático sobre la célula 

infectada. La replicación del VIH se inicia con la síntesis del RNA mensajero a partir del 

DNA proviral integrado. Esta activación 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 único transcrito que es transportado al citosol y procesado en 

transcritos de distintos tamaños, que utilizando la maquinaria celular dan lugar a la 

formación de las proteínas virales en un proceso en el que es necesaria la acción de la 

proteína viral Rev [24]. Las proteínas virales una vez sintetizadas son procesadas con la 

participación de Vif, Vpu y la proteasa viral, para finalmente ensamblarse constituyendo 

las nuevas partículas virales que por gemación abandonan la célula diana. 

Mediante el análisis de la carga viral (CV) y la aplicación de modelos matemáticos, 

se ha demostrado que en un sujeto infectado se producen  diariamente del orden de 109 a 
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1010 partículas virales [25-27]. Esto supone que la vida media de un virión es de 0,3 días y 

la de un linfocito infectado en el que el VIH replica activamente de 1,2 días. Globalmente 

se ha calculado que cada célula infectada produce entre 104 y 105 partículas virales (la 

mayoría defectivas) [13]. Estas cifras indican que el VIH tiene una cinética de replicación 

muy agresiva, y superior a la de otros lentivirus. 

 

1.1.3 Fenotipo viral y células diana del VIH 
 

Las diferentes variantes del VIH muestran diferencias en sus propiedades biológicas, 

tales como el tropismo celular, capacidad para inducir sincitios y cinética de replicación, lo 

que ha mostrado jugar un papel clave en la patogénesis del sida. La propagación del VIH 

en cultivo conlleva efectos citopáticos tanto en PBMCs como en líneas celulares 

establecidas. El efecto citopático se caracteriza por la presencia de sincitios, que son el 

resultado de la fusión 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). 

A) 

B) 
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Respecto a la cinética de replicación se puede distinguir entre variantes del VIH con 

crecimiento lento y bajo (slow/low) y/o variantes de crecimiento rápido y alto (rapid/high) 

[28]. Los cultivos de los aislados virales con replicación lenta/baja se caracterizan por no 

inducir sincitios o presentar un número reducido de los mismos. Por el contrario, los 

aislados con cinética rápida/alta dan lugar a la aparición de numerosos sincitios en el 

cultivo, siendo más citopáticos. Basándose en estas propiedades, las variantes con cinética 

lenta/baja son también denominadas no inductoras de sincitios (NSI), mientras que las 

variantes con cinética rápida/alta son denominadas inductoras de sincitios (SI) [29, 30]. 

Los aislados SI replican fácilmente en líneas celulares establecidas, mientras que los 

aislados NSI no replican, o si lo hacen, es únicamente de forma transitoria [30, 31]. En la 

historia natural de la infección, las variantes NSI son las que se encuentran en los primeros 

estadios de la infección, mientras que las variantes SI suelen aparecer en estadios más 

avanzados y tiene valor pronóstico del desarrollo de la enfermedad y declive del número de 

linfocitos T CD4+. Se ha observado una reversión del fenotipo de SI a NSI con 

determinados tratamientos antirretrovirales [32]. 

Las distintas cepas virales se van a caracterizar además por el uso de un correceptor u 

otro en su entrada a la célula diana. De esta manera se ha comprobado que en la 

transmisión del virus se produce una selección de cepas que usan CCR5 como correceptor 

(cepas R5) que corresponde con aislados NSI [33]. Este fenómeno sería debido a que las 

células dendríticas y de Langerhäns de la mucosa vaginal y rectal, que son las primeras 

células diana de la infección en adultos, expresan únicamente el receptor CCR5 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 CCR5 explica que en la 

primoinfección se seleccionen las variantes virales R5 o NSI. En la mayoría de pacientes 

estas cepas R5 van siendo sustituidas por cepas que usan CXCR4 como receptor (cepas 

X4) y que serían aislados SI, lo cual está asociado con progresión a sida [35]. 

El VIH también infecta in vitro a una gama amplia de células primarias y líneas 

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 líneas celulares trofoblásticas [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 
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T, afectando por tanto a la capacidad de regenerar los linfocitos T perdidos a causa de la 

infección. 

 

 

1.1.4 Curso clínico de la infección por el VIH 
 

El curso clínico de la infección por el VIH incluye por lo general tres fases: a) 

infección primaria, b) fase de latencia clínica, y c) la enfermedad de sida propiamente 

dicha. Durante la infección primaria aparece un síndrome similar a una mononucleosis 

aproximadamente de 3 a 6 semanas después de la infección [44]. En las primeras 2-8 

semanas de infección se produce una caída significativa de linfocitos T CD4+ en periferia 

[45]. Cuando el paciente pasa a la fase de latencia clínica estos niveles de CD4 pueden 

recuperarse, pero normalmente no alcanzan los valores previos a la infección. 

Se observa además una replicación masiva del virus tras la tercera semana de 

infección. Durante este periodo se detectan fácilmente virus infectivos y proteínas virales 

tanto en plasma como en fluido cerebro-espinal, y la cantidad de viriones varía entre 106 y 

107 por mililitro de plasma [44, 46, 47]. Se ha comprobado que de 3 a 6 semanas después 

de la infección se detectan respuestas inmunes específicas frente al virus, que se asocian 

con una caída de la viremia y de los niveles de antígenos virales en plasma [48-51]. La 

caída de viremia en la infección primaria se ha asociado también a la aparición de 

linfocitos CTL específicos frente al VIH [52]. Las terapias antirretrovirales administradas 

durante esta fase de infección primaria han mostrado incrementar los valores de linfocitos 

T CD4+ y mejorar el curso clínico de la enfermedad en comparación con pacientes que no 

fueron tratados [53]. 

La mayoría  (70-80%) de los individuos infectados, denominados como progresores 

típicos, experimentan tras la infección primaria un periodo de latencia clínica de entre 6 y 8 

años [54-56]. A pesar de la ausencia de síntomas la infección por el VIH continua activa, 

como indica la persistencia de replicación por parte del VIH y la progresiva caída de 

linfocitos T CD4+ [55, 57-59]. Con respecto a la relación entre síntomas clínicos y valores 

de linfocitos T CD4+, se ha comprobado que los individuos que mantienen recuentos ≥ 

500 CD4 por mm3 permanecen por lo general libres de síntomas, que por el contrario sí 

son frecuentes en individuos con recuentos ≤ 500 CD4/mm3. La progresión a la 

enfermedad de sida se asocia a una caída de linfocitos T CD4+ por debajo de 200 
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CD4/mm3, que se caracteriza por la aparición de síntomas persistentes y severos dada la 

mayor susceptibilidad a infecciones oportunistas o neoplasias como consecuencia de la 

caída de linfocitos T CD4+ [60]. 

Un 10-15% de los individuos infectados por el VIH, denominados progresores 

rápidos,  experimentan una progresión a la enfermedad de sida inusualmente rápida a los 2 

o 3 años de la infección primaria (Figura 4) [61]. En estos pacientes, la disminución de 

carga viral durante la infección primaria puede no ser muy eficaz y la carga viral puede 

aumentar muy rápidamente. Este control ineficaz del pico inicial de viremia y el rápido 

incremento de la misma durante el primer o segundo año de infección refleja un control 

ineficaz de la infección por parte del sistema inmune, como consecuencia de la aparición 

tardía de las respuestas inmunes primarias o la rápida desaparición de ciertas funciones 

inmunes observadas en estos progresores rápidos. 

Los denominados no progresores a largo plazo o LTNP, constituyen un pequeño 

porcentaje (menos del 5%) de individuos que no experimentan progresión de la 

enfermedad durante largos periodos de tiempo (Figura 4) permaneciendo asintomáticos. 

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 función inmune y arquitectura de los tejidos linfoides preservada 

[54, 62-66]. 

Por último existe un pequeño porcentaje de individuos supervivientes a largo plazo, 

que han experimentado una progresión a sida dentro del periodo de tiempo similar a los 

progresores típicos, pero tanto los parámetros clínicos como de laboratorio, aunque 

anormales, permanecen estables durante largos periodos de tiempo (Figura 4) [67]. Los 

mecanismos virológicos o inmunológicos responsables  de prevenir esta progresión no 

están muy claros. Cambios en el genotipo y/o fenotipo del virus, así como la preservación 

de ciertas respuestas inmunes VIH-específicas podrían estar implicados. 
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Figura 4. Representación esquemática de diferentes cursos de la infección en adultos por 

el VIH en base a la evolución de la carga viral y el recuento de linfocitos T CD4+. Tomado 

de Pantaleo et al. 1996 [68]. 

 

En niños VIH+, los patrones de evolución de la enfermedad son distintos a los 

descritos en adultos (Figura 5).  

Figura 5. Representación esquemática de diferentes cursos de la infección en niños por el 

VIH en base a la evolución de la carga viral y el recuento de linfocitos T CD4+. NP: no 

progresores; PR: progresores rápidos; PL: progresores lentos. 
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Probablemente debido a que el curso natural de la infección por el VIH en niños 

presenta características diferenciales, los síntomas relacionados a la infección raramente 

aparecen al nacer pero se desarrollan en los meses o años siguientes [69, 70]. Antes de la 

aparición de la terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART), aproximadamente un 25% 

de los niños progresaban rápidamente a sida o fallecían en el primer año de vida [69-72]. 

En los niños restantes la infección progresaba más lentamente, con alguna esperanza de 

sobrevivir durante la infancia [73]. La proporción de niños que presentaban una progresión 

rápida de la enfermedad era mayor que en adultos. Esto podría ser debido al grado de 

inmadurez de los niños al adquirir la infección, la dosis infectiva de virus y la ruta de 

transmisión. La menor capacidad de los linfocitos T en el neonato de producir citocinas 

como IFN-γ, IL-3, IL-4 y TNF, podrían limitar el desarrollo de las respuestas humorales y 

celulares apropiadas. Además, los niños infectados por el VIH se exponen por primera vez 

a patógenos oportunistas, y esta respuesta primaria es menos efectiva que la respuesta 

secundaria que se desencadena en individuos adultos. Por todos estos factores, la infección 

en niños por el VIH ha sido y es más agresiva y de curso más rápido que en adultos [10, 

74]. Los valores de carga viral son superiores a los observados en adultos y la caída de 

CD4 es más marcada (Figura 6), lo que se ha asociado con una menor esperanza de vida en 

los niños. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Comparación del curso típico de la infección por el VIH entre adultos y niños 

durante los primeros años tras la infección. 
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1.1.5 Mecanismos de transmisión 
 

El VIH se transmite principalmente por tres vías: sexual (homosexual o 

heterosexual), parenteral (por intercambio de jeringuillas contaminadas entre drogadictos o 

por transfusiones de sangre infectada) y vertical (materno-fetal). La transmisión de madre a 

hijo puede acontecer en tres momentos diferentes: a) Transmisión prenatal, intraútero o 

transplacentaria; b) Transmisión intraparto o perinatal y c) Transmisión postnatal o 

posparto, que se discutirá con más detalle en el apartado 1.3. 

 

 

1.1.6 Epidemiología 
 

1.1.6.1 Epidemia Mundial 

Desde que en 1981 se detectaron los primeros casos de sida en los EE.UU., las 

características y patrones de esta epidemia en el mundo han sufrido cambios muy 

importantes. Inicialmente se describieron casos en Norteamérica, el centro de África 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 transmisión parenteral ha 

tenido importancia en algunos lugares [75], a nivel mundial predomina el 

comportamiento del sida como una enfermedad de transmisión sexual [76].  

Según los datos actualizados a Diciembre del 2003 de la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) y ONUSIDA, actualmente el número de personas infectadas por el 

VIH en el mundo es de 40 millones (con un margen de variación de esta estimación 

entre 34 – 46 millones), de los que 37 millones son adultos y 2,5 millones son niños 

(menores de 15 años). En cuanto a la distribución por regiones del número de personas 

que viven con el VIH/sida a finales del 2003, el África subsahariana es la zona más 

afectada con una prevalencia en la población del 7,5 – 8,5 %, seguida de Asia 

meridional y sudoriental con una prevalencia de 0,4 – 0,8 %. 

En el año 2003 se han producido un total de 5 millones de nuevas infecciones 

(4,2 millones en adultos y 700.000 en niños). Se estima que se han producido cerca de 

14000 nuevas infecciones al día, de las cuales cerca de 2000 se han dado en menores 

de 15 años. En adultos (entre 15 y 49 años) casi el 50% de las nuevas infecciones se 
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han producido en mujeres y el 50% se han dado entre jóvenes de entre 15 y 24 años. El 

número 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 niños menores de 15 años. Tanto en adultos 

como en niños más de 2/3 de las muertes por sida se dieron en la región de África 

subsahariana. 

La principal vía de adquisición del VIH en la infancia es la vía vertical, en la que 

los niños adquieren el virus a través de sus madres infectadas. Por este motivo la 

infección infantil está íntimamente ligada con la infección en mujeres en edad fértil. Es 

del máximo interés, pensando en el futuro del sida infantil, conocer cual es la situación 

de las mujeres respecto a la infección por el VIH. Las estimaciones de ONUSIDA en el 

año 2002 cifraban en 18,5 millones las mujeres infectadas con edades comprendidas 

entre 15 y 49 años,  de las cuales, 15 millones pertenecían al África subsahariana. La 

OMS estima que el sida a causado 3,1 millones de defunciones en niños desde el 

comienzo de la epidemia y la epidemia de sida ha dejado un total de 14 millones de 

huérfanos (niños que han perdido a su madre o a ambos padres por causa del sida antes 

de cumplir los 15 años de edad). Según un informe publicado conjuntamente en el año 

2002 por UNICEF y la Secretaría de ONUSIDA, los huérfanos por sida, en 

comparación con los huérfanos por otras causas, tienen un mayor riesgo de 

malnutrición, enfermedad, malos tratos y explotación sexual. 

 

1.1.6.2 Epidemia en España 

Desde que apareció el primer caso de sida en España en 1981, el número de casos 

nuevos ha ido aumentando año tras año, hasta convertirse en un problema de salud 

pública de primera magnitud. Los estudios de seroprevalencia del VIH en hombres 

homosexuales y bisexuales reflejaron un rápido ascenso de la infección durante la 

primera mitad de los años 80, alcanzándose en algunas ciudades tasas superiores al 

20% [77]. Estudios posteriores han detectado una inflexión en esta tendencia. El VIH 

también se extendió con rapidez durante los años ochenta en un colectivo numeroso de 

usuarios de drogas inyectadas (UDI), y desde muy pronto la inyección de drogas se 

convirtió en el principal factor de riesgo para el VIH en España. Sin embargo en los 

últimos años se observa un claro descenso de la seroprevalencia del VIH en UDI y está 

adquiriendo importancia la transmisión sexual del virus. Según los últimos datos 
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aportados por el Centro Nacional de Epidemiología actualizados hasta Junio de 2003, 

se estima que en el año 2002 se diagnosticaron en España 2329 casos de sida y la tasa 

se sitúa en 57 casos por millón 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 año anterior. Desde 1996, con la introducción de la 

HAART, se produjo un rápido descenso en la incidencia de casos de sida, que en cinco 

años se redujo más de un 60%. El predominio de los varones 78,6% sobre las mujeres 

21,4% se mantiene aunque en el año 1993 era de 80,8% y 19,2% respectivamente. 

En 1982 se detectó el primer caso de sida pediátrico en España en un niño 

hemofílico, y en 1984 el primer caso de sida por transmisión madre-hijo [78]. Desde 

entonces el número de casos nuevos de sida en niños ha ido aumentando hasta alcanzar 

el máximo en 1988. La incidencia se redujo a la mitad en el año 1995, y el descenso 

más pronunciado se produjo en 1996 con motivo de la recomendación del tratamiento 

con zidovudina a las embarazadas infectadas por el VIH, tratamiento que se había 

demostrado muy eficaz en la reducción de la tasa de transmisión vertical del VIH [79]. 

Desde el año 2000 la incidencia de sida de transmisión madre-hijo se encuentra 

estabilizada en torno a 10 casos nuevos anuales y en el año 2003 no ha habido ninguna 

transmisión en la comunidad de Madrid. Esto destaca la importancia de mantener las 

medidas específicas para prevenir la transmisión madre-hijo. 

El beneficio de las terapias antirretrovirales también se ha visto reflejado en un 

incremento acusado en la esperanza de vida de los niños infectados. En la actualidad, 

prácticamente la totalidad de los niños VIH reciben tratamiento antirretroviral (Figura 

7). 
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Figura 7. Evolución del porcentaje de niños VIH tratados con terapia antirretroviral a lo 

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

 

España es el país europeo con mayor número de casos de sida (63.574 casos 

acumulados desde 1981 hasta 2002). En el mismo periodo se han declarado 879 casos 

por transmisión vertical (93% de los casos de sida pediátrico), siendo el país europeo 

con más casos de sida por transmisión vertical. En el año 2002 se declaró 1 caso nuevo 

de sida por transmisión vertical. Desde el año 1981, el grupo de mujeres en el que se ha 

declarado más casos de sida es el que tiene edades comprendidas entre 20 y 39 años 

(9140 casos declarados), es decir, en edad fértil. El 71% de las mujeres habían 

adquirido la infección por ser usuarias de drogas inyectables, un 17% por vía 

heterosexual y el 12% restante desconocen la vía de transmisión. La vía de contagio 

heterosexual  se ha incrementado de manera muy importante en los últimos cuatro 

años, llegando a representar el 40% de la transmisión a mujeres. En resumen, la 

epidemia del sida por transmisión vertical en España es de una magnitud importante, 

como refleja el hecho de que es el país de Europa que ha registrado más casos con esta 

forma de transmisión.  
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1.2 Efectos Inmunológicos de la Infección por el VIH. 
 

El principal efecto de la infección por el VIH en el organismo es una progresiva 

perdida del número de linfocitos T CD4+ en sangre periférica y en tejido linfoide [80]. Se 

observan defectos funcionales en las células, que incluyen fallos en la proliferación y en la 

producción de citocinas en respuesta a antígenos comúnmente encontrados y anergia para 

hipersensibilidad retardada en piel [81, 82]. Además de la profunda deficiencia inmune, el 

VIH también induce un estado de activación inmune crónica en los linfocitos T CD4+, T 

CD8+ y monocitos [83, 84]. Este hecho limita la capacidad del huésped para proveer 

defensas contra patógenos oportunistas, potenciando la propagación del VIH ya que los 

linfocitos T CD4+ activadas son más permisivos a la replicación del virus.  

 

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

Las infecciones oportunistas son principalmente debidas a defectos en número y 

funcionalidad de linfocitos T CD4+, como resultado directo o indirecto de la infección por 

el VIH. Los efectos directos incluyen infección y citotoxicidad con pérdida de linfocitos T 

CD4+. Los efectos indirectos incluyen disminución de la proliferación y diferenciación de 

linfocitos T CD4+, desregulación y disminución de la producción de IL-2 y otras citocinas, 

disminución de la expresión del receptor de IL-2, y formación de colonias defectivas y 

otras alteraciones a nivel de precursores como la infección de células progenitoras CD34+ 

de la médula ósea y timocitos. Estos defectos pueden contribuir a la falta de reconstitución 

o recuperación de linfocitos T en fases más tardías de la enfermedad [85, 86]. 

Las anormalidades en los linfocitos T CD4+ comienzan con una pérdida de la 

respuesta a antígenos de recuerdo como el toxoide tetánico, y disminución de la 

producción de IL-2, seguida de defectos en la respuesta  proliferativa de los linfocitos T a 

aloantígenos. Seguidamente, con la caída constante de linfocitos T CD4+, aparecen 

defectos en la respuesta a estímulos mitogénicos [87]. 

La infección por el VIH se caracteriza por una inversión del cociente de linfocitos T 

CD4+/CD8+. Hasta las fases muy tardías de la enfermedad, el número 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 fenómeno se ha llamado 
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homeostasis de linfocitos T y se ha observado en otras enfermedades [89]. En las fases más 

tardías 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+ sólo se 

entienden parcialmente. Se ha demostrado la acción de proteínas virales para alterar 

función de los linfocitos T directamente, como la proteína gp41 que inhibe la proliferación 

frente a mitógenos en PBMCs. La interacción entre la gp120 y la molécula CD4 prima un 

estado de activación celular alterada en el que una segunda activación conduce a la 

apoptosis de la célula. La apoptosis se puede inducir in vitro con anticuerpos anti-CD4 que 

forman entrecruzamientos como las proteínas del VIH en individuos sanos, pero este 

efecto puede ser superado a través de uniones cruzadas con CD28 o CD2. Además, las 

células de los individuos VIH+ pueden ser anérgicas y pueden sufrir apoptosis en respuesta 

a entrecruzamientos de CD4 más rápidamente que las células de individuos no VIH. 

Los linfocitos T CD4+ de los individuos VIH+ manifiestan una variedad de 

anormalidades fenotípicas. El porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan CD28, 

ligando para B-7, es menor que el que presentan los individuos no infectados [90]. 

Además, las células CD28– no responden a señales de activación como a los anticuerpos 

anti-CD3 o mitógenos y expresan marcadores de activación 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 replicación del VIH in vivo y produciendo mayor 

replicación del VIH in vitro que los linfocitos T CD4+CD45RA+ [92].  

 

 

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

El porcentaje o número absoluto de linfocitos T CD8+ varían a lo largo del curso de 

la enfermedad por el VIH. Después de la infección aguda, se observa un incremento de 

linfocitos T CD8+ por encima de los valores descritos en la población no VIH, que puede 

permanecer elevado por un período prolongado [93]. Este aumento de linfocitos T CD8+ 

durante todo el período de infección, menos en la fase tardía de la enfermedad, puede 

reflejar la expansión de linfocitos T citotóxicos (CTLs) CD8+ VIH-específicas [94].  
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Durante la progresión de la enfermedad, los linfocitos T CD8+ tienen un fenotipo 

anormal caracterizado por la expresión de ciertos marcadores de activación y la ausencia 

de expresión del receptor de IL-2. Las alteraciones en el fenotipo de los linfocitos T CD8+ 

en individuos VIH+ tienen importancia en el pronóstico [93, 95]. Así, individuos con 

linfocitos T CD8+ que expresen HLA-DR pero no CD38 después de la seroconversión 

experimentan una estabilización del número de linfocitos T CD4+ y un curso de la 

enfermedad más lento. Por el contrario, en los individuos con linfocitos T CD8+ que 

expresan HLA-DR y CD38 se observa una rápida disminución del número de linfocitos T 

CD4+ y peor pronóstico, progresando rápidamente a sida [96-98]. También en estos 

individuos se observa un aumento de linfocitos T CD8+/CD28– [99] que reflejan la 

expansión del subconjunto de linfocito T CD8+/CD28–/CD57+ que contiene posiblemente 

a las CTLs activas. La pérdida de actividad CTL con la progresión de la enfermedad no se 

restringe a CTLs VIH-específicas, sino que también ha sido observada una pérdida de 

actividad citotóxica a otros antígenos comunes, incluso el virus de Epstein-Barr y la 

tuberculosis por Mycobacterium tuberculosis [100]. 

Además, durante la progresión de la enfermedad, se dañan otras funciones de los 

linfocitos T CD8+, como la pérdida de actividad no citolítica no restringida por el 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que produce supresión del VIH; también 

se observa una disminución en la liberación de factores celulares de supresión antiviral; 

pero en contraposición, no se observa disminución de las quimiocinas MIP-1α, MIP-1β y 

RANTES [101-103]. 

 

 

1.2.3 Efecto de la infección por el VIH sobre células B 
 

El número de células B circulantes puede disminuir durante la infección primaria por 

el VIH [104]; sin embargo, es un fenómeno normalmente transitorio que probablemente 

refleje una redistribución de las células B en los tejidos linfoides. Tras la infección aguda, 

se produce hipergammaglobulinemia e hiperactivación de las células  B, conduciendo a un 

aumento de las distintas clases de inmunoglobulinas, sugiriéndose que una mayoría de 

células B activadas producen anticuerpos frente el VIH durante esta fase de la infección 

[105]. Por otra parte, la capacidad de respuesta de las células B a antígenos polisacáridos 

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 niños VIH+.  

Además, las células B de los individuos VIH+ secretan cantidades elevadas de TNF-

α e IL-6, citocinas que pueden inducir la replicación del VIH en los linfocitos T CD4+ 

infectadas [106]. 

Así, en varios estudios, se ha descrito un aumento global de las concentraciones de 

IgE en individuos VIH+, que aumentan con la progresión de la enfermedad [107] 

probablemente reflejen un trastorno regulador [108]. Aunque se desconocen los 

mecanismos implicados, se podría incluir hiperactivación de células B y desregulación de 

citocinas. También se ha encontrado una asociación entre concentraciones elevadas de IgE 

y emergencia de aislados virales SI/X4 [109]. En niños infectados por el VIH, se ha 

identificado una población de células B que no expresa CD23 (receptor de IgE) ni CD62L 

(L-selectina) que podrían estar implicadas en la desregulación de la IgE [110]. 
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1.3 Transmisión Vertical del VIH. Infección Pediátrica. 
 

La transmisión vertical del VIH ha experimentado un importante cambio en los 

últimos años con la introducción 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 transmisión vertical del VIH 
 

Los factores asociados a la transmisión vertical del VIH son múltiples: 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. 
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Tabla 2. Factores asociados a la transmisión vertical del VIH. 

 

Factores maternos 

• Categoría clínica e inmunológica 
• CV elevada. 
• Determinado fenotipo viral 
• Tropismo celular 
• Cinética de replicación 
• Capacidad citopática 
• Características del genotipo viral 
• Respuesta específica frente al VIH 

Factores placentarios 

• Susceptibilidad de las células de placenta al VIH 
• Desarrollo de la placenta 
• Integridad de la placenta 

Factores fetales 

• Edad gestacional en el momento de la exposición 
• Respuesta inmunitaria del feto 
• Susceptibilidad de las células a la infección por el VIH 
• Factores genéticos (HLA) 

Factores obstétricos 

• Tipo de parto (cesárea/vaginal) 
• Monitorización invasiva 
• Manipulación postnatal inmediata del recién nacido 

Factores neonatales 

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

Factores asociados a la lactancia materna 

• Valor y duración de la CV en la leche 
• Ausencia de mecanismos protectores de la infección 
• Inmunidad específica local frente al VIH 
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1.3.2 Tipos de transmisión vertical del VIH 
 

Debido a la información que aportan las técnicas de diagnóstico (PCR o cultivo), se 

puede determinar el momento en que se infecta el niño por transmisión vertical en la 

historia natural de la infección. Aproximadamente entre un 10-30% de los niños se infectan 

antes del parto (infección prenatal o intrauterina). El restante 70% de niños se puede 

infectar durante el parto (infección intraparto o perinatal) [71, 111-113]. También existe un 

pequeño porcentaje de niños que se infectan durante la lactancia, al transmitirse el VIH a 

través de la leche materna, por lo que en los países desarrollados está contraindicada la 

lactancia materna. 

 

1.3.2.1 Infección prenatal o intrauterina 

Se suele dar en niños con manifestaciones clínicas precoces de la infección por el 

VIH o con infecciones oportunistas definitorias de sida [114] y más del 80% de estos 

niños fallecen antes de los dos años de vida [35]. Así, parece que la infección viral 

sigue un patrón llamado de infección precoz y de evolución rápidamente progresiva 

[69, 115]. Estos niños se infectaron intra-útero en fases precoces del embarazo, 

momento en que el timo y el sistema inmunológico del feto son aún muy inmaduros y 

no pueden llegar a desarrollarse adecuadamente al verse infectados por el VIH [116, 

117]. Además, se considera que la infección es intrauterina cuando los estudios directos 

de detección 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 Infección intraparto o perinatal 

Estos niños no presentan signos o síntomas clínicos al nacer, con un tiempo 

medio de evolución a sida de 5 años [73, 121-123]. En el caso de infección intraparto, 

las técnicas de detección 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 días de vida en nuevas muestras analizadas [79, 120]. En este caso, el patrón 

sería de infección tardía y de evolución más lenta [69, 115]. Este grupo de niños 

corresponde a los niños infectados al final de la gestación 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 años convivir con la infección, lo que se 

traduce en una mayor supervivencia.  

El VIH también se puede transmitir durante la lactancia materna (transmisión 

postnatal o posparto) [111, 124]. Por lo tanto, se debe desaconsejar la lactancia a 

mujeres VIH+. No obstante, en los países en vías de desarrollo, la morbilidad y 

mortalidad que representa la contraindicación de la lactancia materna son muy 

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

 

Las características inmunológicas, virológicas y clínicas de estos dos tipos de 

patrones de infección indican que la infección se ha producido en distintos momentos 

durante la maduración fetal, y por tanto de la maduración inmunológica [125, 126]. En dos 

extensos estudios de cohortes, la progresión a sida se estimó en un 19% durante el primer 

año de vida, descendiendo posteriormente a un 4,5% por año, indicando que el mayor 

riesgo de progresión sucede en el primer año de vida [127, 128]. 

 

 

1.3.3 Marcadores predictivos de la infección pediátrica por el VIH 
 

1.3.3.1 Recuento de linfocitos T CD4+ 

La interpretación clínica del número de linfocitos T CD4+ en los niños debe 

realizarse en función de la edad. El número y porcentaje de linfocitos T CD4+ en niños 

no VIH son mayores que en adultos, igualándose a los valores del adulto a partir de los 

6 años de vida [114, 129]. El CDC ha desarrollado un sistema específico para clasificar 

el nivel de inmunosupresión en los niños, según el número y porcentaje de linfocitos T 

CD4+ (Tabla 3). Aunque el número absoluto de linfocitos T CD4+ varía según la edad, 

el porcentaje de linfocitos T CD4+ que define cada categoría inmunológica no lo hace 

[78]. Por ello, la variación en el porcentaje de linfocitos T CD4+ puede considerarse un 

mejor marcador de progresión de la enfermedad en niños que el número absoluto [130]. 

En niños y adultos infectados, el recuento de linfocitos T CD4+ es un marcador 

pronóstico [131]. 

El número 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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cuantificación de linfocitos T CD4+ presenta una gran variación intrapaciente, siendo 

menor cuando los pacientes están clínicamente 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 determinación, con un mínimo de 1 semana entre 

ambas. 

 

 

 Valores de linfocitos T CD4+ en Niños según Edad
<12 meses 1-5 años 6-12 años Categoría 

inmunológica /µl % /µl % /µl % 

1: Sin inmunosupresión >1.500 >25 >1.000 >25 >500 >25 
2: Inmunosupresión 

moderada 
750-
1.499 15-24 500-999 15-24 200-499 15-24

3: Inmunosupresión 
severa <750 <15 <500 <15 <200 <15 

 

Tabla 3. Categorías inmunológicas en niños según 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 caída del porcentaje de linfocitos T 

CD4+ [129]. Aunque se ha reconocido la importancia de los linfocitos T CD8+ en el 

control de la infección por el VIH [132, 133] son pocos los estudios que  han 

examinado el valor pronóstico del número de linfocitos T CD8+ en sangre periférica en 

individuos VIH+ [134-136], siendo nuestro grupo el que más trabajos ha aportado 

sobre el papel de este marcador  en niños VIH [93, 95, 137-139]. Un estudio de 

seguimiento en pacientes hemofílicos adultos con infección por el VIH mostró que el 

aumento del número absoluto de linfocitos T CD8+ predecía precozmente el descenso 

de linfocitos T CD4+ y la progresión clínica de la infección por el VIH [134]. También 

se ha encontrado que los linfocitos T CD8+ juegan un papel importante en la 

predicción de las alteraciones neurológicas [95, 140]. Además, se ha demostrado que el 
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aumento de la subpoblación de linfocitos T CD8 citotóxicos, se asocia en niños, con 

progresión más lenta a sida [93, 141], mejor repuesta a tratamiento [142], y con mayor 

supervivencia [143]. 

 

1.3.3.3 Carga viral plasmática 

Durante el periodo de infección 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 log10 hasta alcanzar un valor bajo y estable, 

aproximadamente a los 6-12 meses tras la infección aguda, reflejando el continuo 

equilibrio entre producción viral y eliminación inmune [144-146]. Varios estudios en 

adultos han indicado que una CV baja en el momento de la estabilización se asocia con 

una progresión más 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 utilización de la CV en la toma de decisiones sobre el comienzo o cambio de 

terapia antirretroviral (TAR) en adultos VIH+ [147], que son así mismo aplicables a los 

niños mayores de 3 años. 

La CV en los niños 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 log10), incrementándose a los 2 meses de vida (con 

un rango que oscila desde indetectable hasta 10 millones de copias/ml, 7 log10) y 

descendiendo lentamente en ausencia de TAR [149, 150]. Este descenso es más 

acusado durante los primeros 12-24 meses de vida (0,6 log10/año), para pasar a ser más 

suave hasta aproximadamente los 4-5 años de edad (0,3 log10/año). El modelo descrito 

refleja probablemente un sistema inmune inmaduro, menos eficaz para contener la 

replicación viral y posiblemente, con un número mayor de células susceptibles a la 

infección por el VIH. 

En niños menores de 12 meses de edad, una CV >100.000 copias/ml (5 log10) se 

correlaciona con progresión de la enfermedad y mortalidad, incrementándose esta 

probabilidad si el porcentaje de linfocitos T CD4+ es <15% [93, 125]. Los datos de los 

niños con más de 30 meses de edad son similares a los datos de estudios realizados en 

adultos infectados, en los que el riesgo de progresión de la enfermedad aumenta 
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sustancialmente cuando la CV es superior a 10.000-20.000 copias/ml (4-4,3 log10) 

[147, 151]. 

A pesar de que estos datos indican que una CV alta se asocia con progresión de la 

enfermedad, durante el primer año de vida la interpretación de su valor es difícil, 

porque los valores de CV son altos y existe un marcado solapamiento entre los valores 

de la CV de los niños que van a progresar rápidamente 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 parámetros ayudan a determinar el riesgo de mortalidad en 

los niños infectados, recomendándose el empleo de ambos marcadores conjuntamente 

para predecir con mayor precisión el pronóstico de la infección [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 más baja. Además, una vez 

que el niño está diagnosticado de infección por el VIH se le debe administrar el TAR 

más adecuado según las características genéticas de sus aislados virales para mantener 

la CV indetectable [152], siendo en los niños tratados de gran utilidad para su 

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

 

1.3.3.4 Características biológicas de los aislados virales 

Durante la infección primaria, se detectan habitualmente aislados virales NSI/R5, 

dado que el sistema inmune del paciente es capaz de controlar el crecimiento de las 

cepas SI/X4. En el caso de los pacientes pediátricos, 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 infección 

primaria se asocia con una rápida disminución de linfocitos T CD4+ y puede afectar al 

curso posterior de la infección [93, 150]. El paso de aislados NSI/R5 a SI/X4 durante el 

seguimiento se asocia con una caída 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 depleción de los linfocitos T CD4+. 

 Pocos estudios han correlacionado la evolución clínica en niños infectados 

verticalmente con las características del aislado viral [154, 155]. Datos de laboratorio 

indican que en niños sin tratamiento antirretroviral o en condiciones subóptimas, la 

presencia de aislados virales con fenotipo SI/X4 y/o cinética R/A se asocia con 
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progresión a sida [93, 125] y a muerte [156], sugiriendo que estas características 

biológicas del VIH tienen mayor poder predictivo que la CV en los niños VIH+. Las 

cepas SI/X4 suelen aparecer de un año y medio a dos años antes de la progresión a 

sida. Actualmente, con los nuevos tratamientos antirretrovirales se empiezan a observar  

cambios en la interpretación de la correlación entre cinética R/A y fenotipo SI y 

cinética L/B y fenotipo NSI. 
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1.4 Respuesta Inmunológica y Mecanismos de Escape en la Infección por el 
VIH. 
 

La respuesta inmune frente a las infecciones virales abarca prácticamente todos los 

mecanismos efectores del sistema inmunológico [157]. Esta respuesta inmune engloba 

respuestas específicas e inespecíficas y pueden ser de tipo humoral o celular. La respuesta 

inmunológica frente a las infecciones virales ha de ser completa, en el sentido de ser capaz 

de neutralizar tanto las partículas 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 específica. Los individuos VIH+ desarrollan una intensa respuesta de 

antígenos dirigidos frente a prácticamente todas las proteínas virales, normalmente entre 1 

y 3 meses después de la infección [157, 160]. Sin embargo, muchos de los anticuerpos 

generados frente al VIH van dirigidos a restos o debris de viriones y no tienen ningún 

efecto antiviral [161]. Los primeros anticuerpos que se detectan son los dirigidos frente a 

proteínas estructurales del VIH como p24 y p17. Más tarde, aparecen anticuerpos frente a 

Env y Pol y frente a proteínas 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 podrían tener un efecto antiviral in vivo. La mayoría de estos anticuerpos son 

contra una región 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 infección se 

observa en los pacientes una marcada caída de la CV antes de que se detecten los 

anticuerpos neutralizantes [52]. Por otro lado, no se observa una correlación entre el hecho 

de controlar la CV a largo plazo y la magnitud de la respuesta de anticuerpos neutralizantes 

[164]. Por último, si bien se ha observado que la inmunización pasiva con anticuerpos es 



  Introducción 
 

 30

capaz de proteger en monos de la infección frente a aislados virales de laboratorio, se 

requiere una alta concentración de anticuerpos para que esta protección 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 mutación que producen variaciones antigénicas que hacen 

al virus resistente a estos anticuerpos [163, 167]. Además, la disposición de los dominios 

hipervariables (como V1 y V2) puede dificultar la accesibilidad por parte de los 

anticuerpos a aquellas zonas de gp120 críticas para la entrada del virus [163]. También la 

glicosilación de la envuelta puede enmascarar epítopos importantes para el reconocimiento 

por parte de los anticuerpos [168, 169]. 

 

Inmunidad inespecífica. Además de los anticuerpos, existen numerosos factores solubles 

que son activos frente a la infección por el VIH. Los virus en general y el VIH en concreto, 

son sensibles a la inhibición por complemento. Los interferones también juegan un papel 

antiviral frente al VIH y se ha demostrado en experimentos de terapia génica que la 

expresión del gen del interferón beta induce resistencia a la infección en las células 

transducidas [170]. Probablemente todos estos mecanismos de inmunidad inespecífica 

representan una cierta barrera frente a la infección por el VIH, pero son insuficientes para 

permitir un control eficaz de la replicación viral. 

 

 

1.4.2 Respuesta celular 
 

En la infección por el VIH se produce una respuesta celular antiviral en las distintas 

poblaciones: linfocitos T colaboradores, linfocitos T citotóxicos y células de estirpe 

natural killer (NK). 

 

Inmunidad específica  

1.4.2.1 Linfocitos T citotóxicos 

Los individuos VIH+ desarrollan respuestas CTL específicas intensas frente a 

genes estructurales y reguladores del VIH [94, 171, 172]. Así, 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 específicas 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 replicación del VIH al secretar β quimiocinas 

como MIP-1α, MIP-1β y RANTES, que se unen a correceptores para VIH en la 

superficie de los linfocitos T CD4+ bloqueando la entrada del virus. Estas β 

quimiocinas se encuentran en los mismos gránulos que contienen las proteínas 

citolíticas y se liberan de manera antígeno específica cuando las células CTL 

encuentran su antígeno en el contexto HLA adecuado [175]. Además estas quimiocinas 

también potencian la actividad citolítica de las células CTL, favoreciendo por tanto el 

control del VIH por parte de los linfocitos T CD8+ [176]. 

La caída de viremia que se da en la fase aguda de la infección se correlaciona con 

la aparición de células CTL específicas frente al VIH [52, 177]. Además, las CTL 

obtenidas de individuos VIH+ son capaces de inhibir in vitro la replicación viral en 

linfocitos T CD4+ autólogas [174]. Por otro lado, en individuos infectados al transferir 

CTL específicas frente al VIH se ha observado un reclutamiento de estas células en las 

áreas de infección del virus [178]. 

Sin embargo, se ha observado que en ausencia de linfocitos colaboradores (T 

CD4+) algunas de estas células CTL específicas no son funcionales y no producen IFN-

γ ni son capaces de lisar células infectadas [179]. También se han observados diversas 

alteraciones en los linfocitos T CD8+ de individuos crónicamente infectados, como 

ausencia de perforina o actividad citolítica disminuida [180], o alteraciones en la 

maduración 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 infección por el VIH es una progresiva depleción 

de los linfocitos T CD4+. La consecuencia más dramática en el repertorio inmune de 

los individuos infectados es la ausencia selectiva de linfocitos colaboradores o helper 

específicos frente al VIH que se asocia con la disminución de actividad CTL. Este 

hecho podría explicar porque el sistema inmunológico es incapaz de controlar el virus a 

pesar de la presencia de CTL. 
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En individuos no progresores (LTNP) se han observado marcadas respuestas 

linfoproliferativas frente a antígenos del VIH [182, 183] y se ha descrito que existe una 

correlación inversa entre estas respuestas linfoproliferativas y la CV. Los individuos 

con las respuestas CD4 más elevadas son los que tienen CV más bajas, mientras que los 

que tienen respuestas CD4 bajas tienen los valores más altos de CV [183]. En estos 

individuos, se observó una asociación marcada entre las respuestas de linfocitos T 

colaboradores y una mayor respuesta CTL [184]. También se ha observado que los 

linfocitos T CD4+ específicos, determinados mediante la expresión intracelular de IFN-

γ, persisten en individuos con infección crónica por el VIH [185], aunque la frecuencia 

de estas células específicas es inferior en individuos con infección crónica que en 

LTNP. Además, se ha observado que en pacientes con infección crónica la frecuencia 

de linfocitos T CD4+ específicos frente al VIH es muy inferior a la de linfocitos 

específicos frente a CMV [186].  

En base a estos estudios y los realizados en otras infecciones virales, los 

linfocitos T CD4+ parecen jugar un papel crítico en el mantenimiento de una respuesta 

inmune efectiva. La pérdida de control inmunológico en individuos infectados por el 

VIH podría deberse a la destrucción selectiva por parte del virus de esta población de 

linfocitos T CD4+. 

 

Inmunidad inespecífica. En cuanto a los mecanismos de inmunidad celular no específicos 

(no restringidos por el sistema HLA), se ha descrito la existencia de actividad de tipo 

ADCC (citotoxidad celular anticuerpo-dependiente), así como una actividad citotóxica 

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

 

 

1.4.3 Evasión viral de la respuesta inmune 
 

A pesar de que el VIH parece inducir una respuesta inmune vigorosa, en la mayoría 

de los pacientes la replicación viral persiste y termina por destruir el sistema inmunológico. 

Los mecanismos por los que el VIH puede eludir al sistema inmunológico pueden ser 

diversos [189-191]. Las características de la envuelta del VIH pueden conferir resistencia a 

la neutralización por anticuerpos. Por otro lado, la rápida replicación 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]. El VIH también puede evadir la 

respuesta CTL y NK por una inhibición selectiva de los alelos MHC clase I [193-196]. 

Finalmente como ya se ha mencionado, el virus puede infectar y destruir directamente los 

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

 

 

1.4.4 Terapias inmunoestimuladoras 
 

Aunque las TAR han mostrado su eficacia disminuyendo la replicación del VIH, 

presentan limitaciones como son los efectos secundarios que ocasionan y la perdida de 

eficacia tras la aparición de resistencias. Por esta razón, es necesario encontrar nuevas 

estrategias para tratar la infección por el VIH. Entre estas nuevas estrategias la 

inmunoterapia es una prometedora alternativa que está siendo estudiada para tratar la 

infección. Este interés se basa en el hecho de que el sistema inmune es capaz de controlar 

por sí solo la mayoría de infecciones virales, incluyendo algunas que se establecen de 

forma crónica en las personas infectadas. Además, se han hallado recientemente evidencias 

de que el control inmunológico del VIH es posible en algunos individuos infectados. Estos 

hallazgos hacen pensar que las terapias innovadoras dirigidas a potenciar las repuestas 

frente al virus podrían conducir a un control a largo plazo por parte del sistema inmune de 

esta infección, que es fatal en la mayoría de personas. 

Las terapias inmunoestimuladoras pueden estar dirigidas a incrementar la inmunidad 

de forma no específica, o bien favorecer la inmunidad específica frente al VIH. Las 

estrategias que se han estudiado frente a la infección por el VIH son muchas [197]. Entre 

ellas se encuentran la administración 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, inmunización con células dendríticas o 

interrupciones estructuradas del tratamiento antirretroviral.  

El tratamiento con IL-2 fue una de las primeras terapias inmunoestimuladoras en 

ensayarse. Los ensayos clínicos mostraron que IL-2 incrementa el recuento de linfocitos T 

CD4+ en individuos infectados por el VIH [198, 199]. Sin embargo, no está claro si este 

incremento se traduce o no en beneficios clínicos, lo que unido a la toxicidad de la IL-2 

hace necesario realizar más estudios en orden a clarificar estas cuestiones.  
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El interés en las terapias con células dendríticas reside en que estas células están 

especializadas en capturar antígenos que pueden presentar a los linfocitos T pudiendo 

generar respuestas antígeno específicas de linfocitos T CD4+ y CD8+ [200-202]. Por  ello, 

existe un gran interés en un posible uso de estas células dendríticas como adyuvantes de 

inmunógenos VIH como péptidos o proteínas completas. 

La utilización de vectores virales ha mostrado expandir la inmunidad frente al VIH y 

en animales experimentales ha demostrado tener un carácter protector frente a la infección 

[203]. Estrategias que usan una inmunización por DNA seguida de vacunación 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 podrían 

conducir a un control de la viremia. 

 

 

1.4.5 Papel del timo en la reconstitución inmune 
 

Los linfocitos T se forman a partir de células precursoras que migran desde la 

médula ósea hasta el timo, donde estos precursores llamados timocitos, proliferan y se 

diferencian en linfocitos T. En esta diferenciación se producen cambios fenotípicos 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 órgano linfoide primario responsable de 

la formación de linfocitos T maduros y está constituido por numerosos lóbulos cada uno de 

los cuales presenta dos zonas claramente diferenciadas, la corteza o córtex y otra zona más 

interna o médula tímica. 

El repertorio TCR se establece en las primeras etapas de vida  y se estima que 

contiene alrededor de 108 especificidades distintas. Las células formadas en el timo 

colonizan el sistema inmunológico periférico como linfocitos T virgen o naive. Tras la 

respuesta inmune, en la cual los linfocitos T ejercen su papel colaborador (CD4+) o 

citotóxico (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 años ha sido generado 

exclusivamente en su infancia o si ha habido una generación continua de nuevo repertorio 

a lo largo de su vida [205].  
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En humanos, el timo está completamente formado antes del nacimiento. El grado de 

producción de linfocitos T por el timo es máximo antes del periodo de pubertad, tras el 

cual comienza a sufrir una involución asociada a la edad que hizo pensar en un momento 

determinado que en el adulto este órgano no era funcional [206-209]. Hasta la edad de 20 

años el timo presenta más de un 80% de tejido linfoide. Debido a la involución tímica 

asociada a la edad, esta proporción disminuye paulatinamente por la infiltración de tejido 

no linfoide hasta alcanzar un porcentaje inferior del 5% de tejido linfoide a partir de la 

edad de 40 años [209]. Sin embargo, la reciente aparición de un marcador que permite  

analizar la producción tímica de nuevos linfocitos T ha permitido comprobar que, si bien la 

función tímica es muy inferior en la edad adulta, existe una pequeña producción de nuevos 

linfocitos T incluso en personas cercanas a los 70 años [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 mayoría que expresa un TCR formado por 

cadenas  α y β y una pequeña proporción que expresan un TCR de cadenas γ y δ. Todas 

estas cadenas están 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 maduración del linfocito T en un proceso denominado recombinación V(D)J [211]. 

Durante este proceso de recombinación el locus TCR-δ es específicamente deleccionado en 

todas los linfocitos T de tipo α-β, que tras la unión de sus extremos, forma un DNA 

circular extracromosómico 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 división celular [215, 216] (Figura 8). 
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Figura 8. Reordenamiento de genes V(D)J durante la formación del TCR de tipo α-β. La 

delección del locus TCR-δ seguida de la unión de sus extremos conduce a la formación de 

los círculos de escisión del TCR (TRECs). Imagen adaptada de Rodewald (1998) [205]. 

 

Las características mencionadas de estos TRECs los convierten en buenos 

marcadores de función tímica, ya que su detección y cuantificación en sangre periférica es 

indicativa de la producción tímica de nuevos linfocitos T [210]. La detección de estos 

elementos en linfocitos T α-β naive o vírgenes, pero no en linfocitos memoria ni en 

linfocitos de tipo γ-δ confirma el carácter específico de este marcador. Además se ha 

comprobado que existe una correlación inversa entre la edad y los valores de TRECs, en 

clara concordancia con la involución tímica asociada a la edad. Los valores de TRECs en 

un individuo de 35 años son 5 veces inferiores a los observados en la infancia y a la edad 

de 65 años son del orden de 50 veces inferiores [210]. 

La principal consecuencia de la infección por el VIH es una destrucción masiva de 

linfocitos T CD4 que conduce a una inmunodeficiencia severa. Por esta razón, la 

recuperación de la población de linfocitos T es clave para evitar la progresión de la 

enfermedad en estos pacientes. Gracias al uso de terapias antirretrovirales que disminuyen 

de forma marcada la replicación del virus se ha comprobado que es posible recuperar parte 

de la población CD4 deplecionada postulando una posible reconstitución inmune [217-
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219]. Sin embargo, aunque se consiga normalizar el recuento de linfocitos T CD4+ se ha 

visto que la restauración fenotípica y funcional de estas células es incompleta [220]. Por 

todo ello, uno de los objetivos más importantes en el tratamiento de la infección por el VIH 

es restaurar el sistema inmunológico con el fin de que éste sea capaz de controlar la 

infección 

El aumento de linfocitos T CD4+ observado tras la instauración de terapias 

antirretrovirales puede tener distinto origen: puede deberse a un aumento en la producción 

tímica de nuevos linfocitos T, pero también puede darse por una redistribución de células 

retenidas en los órganos linfoides que al disminuir la carga viral pasan a la periferia, o a 

una expansión periférica de la células pre-existentes [218], e incluso por una reversión del 

fenotipo de células memoria a células vírgenes [221]. El origen de estas células va a ser 

clave en el proceso de reconstitución inmune, ya que una redistribución o expansión 

periférica sólo aumentara el número de células de los clones que han sobrevivido a la 

infección. Teniendo en cuenta que los linfocitos T CD4+ VIH-específicas son 

preferentemente deplecionadas [222] y que por tanto estos clones específicos son los más 

susceptibles a desaparecer, la redistribución o expansión periférica no permitirían la 

recuperación de estos clones y limitaría el repertorio de linfocitos T a las células memoria 

que hayan sobrevivido a la infección, reduciendo la capacidad para responder a nuevos 

antígenos [223-225]. Sin embargo, la producción tímica de nuevos linfocitos T sí 

permitiría recuperar el repertorio de especificidades incluyendo los linfocitos específicos 

frente al VIH. Por todo ello, el timo puede jugar un papel clave en la reconstitución 

inmune, y este papel puede ser especialmente importante en los niños infectados ya que 

conservan la funcionalidad del timo y por tanto una mayor capacidad de regenerar las 

células perdidas a causa de la infección. 
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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 

número de opciones de tratamientos antirretrovirales. Además, el conocimiento de la 

capacidad del virus de producir viriones nuevos de forma continua en el tejido linfoide a lo 

largo del curso de infección por el VIH, incluso durante la fase clínicamente latente [58], y 

la alta tasa de replicación viral [25, 27, 226] ha favorecido la utilización de regímenes de 

terapias antirretrovirales combinada en las fases iniciales de la infección. La rápida tasa de 

replicación viral junto con la tasa alta de mutaciones incrementan la probabilidad de 

aparición de cepas mutantes resistentes a los fármacos antirretrovirales con los que está en 

contacto el virus si no se suprime completamente la replicación viral [192]. Más 

recientemente, los ensayos clínicos han mostrado caídas de la CV en sangre periférica y en 

tejido linfoide procedentes de individuos que fueron tratados con terapias combinadas que 

incluía inhibidores de la proteasa [227-229]. 

Existen varios pasos en el ciclo biológico del VIH que son diana de los agentes 

antirretrovirales actualmente disponibles. La RT es una enzima de importancia capital en el 

ciclo biológico de los retrovirus. Con anterioridad a la aparición del sida, se habían descrito 

algunos inhibidores de su función, especialmente en retrovirus de animales. Los 

inhibidores de la RT fueron los primeros agentes desarrollados para el tratamiento de la 

infección por el VIH y siguen siendo componentes imprescindibles de los regímenes 

terapéuticos anti-VIH. Existen tres grupos de fármacos con capacidad de inhibir la RT: los 

análogos de nucleósidos (ITIN), compuestos derivados de las bases púricas o pirimidínicas 

que actúan como terminadores de cadena durante la síntesis del ADN viral al estar ausente 

el extremo 3’-OH necesario para la elongación de la cadena de ADN; análogos de 

nucleótidos; y no análogos de nucleósidos (ITINN), que se unen directa y específicamente 

a la RT de una forma no competitiva.  

Los inhibidores de la proteasa (IP) del VIH actúan en otro punto del ciclo biológico 

y se unen a la poliproteína precursora de Gag entre las posiciones de las proteínas p24 y 

p17, componentes del virión y necesarias para la infectividad del virus [230], bloqueando 

el proceso de maduración del virión. La combinación de agentes que pueden inhibir la 

infección 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 rápidamente en fármacos de opción para el tratamiento de 

infección por el VIH en combinación con inhibidores de la RT [231, 232].  

También se han desarrollado fármacos que interfieren en la fusión, como el 

fármaco T20, que actúa sobre el proceso de fusión de la envuelta viral y la membrana 

celular, mecanismo necesario para la entrada del virus en la célula hospedadora. Se está 

trabajando en el desarrollo de fármacos orientados hacia un nuevo objetivo del ciclo vital 

del VIH, la integración del ADN viral (provirus) en el ADN de la célula hospedadora, que 

está facilitada por la acción de la integrasa [233]. La nueva familia de fármacos, los 

inhibidores de la integrasa, tiene como objetivo impedir que el VIH se "integre" en el 

núcleo de la célula, con lo que  no sería posible la posterior replicación del virus.  

 

 

1.5.1 Tratamiento antirretroviral de la infección pediátrica por el VIH 
 

El tratamiento antirretroviral en los niños VIH ha seguido las directrices marcadas 

para los adultos. Muchos de los fármacos comercializados no disponen de presentación 

pediátrica y dado que la farmacocinética y farmacodinámica varían con la edad, las dosis 

utilizadas en niños no han sido las óptimas en algunos de estos fármacos. 

El hecho de que un 25% de los niños infectados presenten tras la infección una 

evolución rápidamente progresiva de la enfermedad, hace necesario el establecimiento del 

tratamiento antirretroviral tras el diagnóstico, lo antes posible [234]. 

El objetivo de la terapia antirretroviral es aumentar la duración y calidad de la vida 

del paciente infectado por el VIH. Esto se consigue suprimiendo la replicación viral hasta 

valores indetectables, en una fase de la infección suficientemente temprana para que las 

funciones del sistema inmune aún se conserven, así como la capacidad de recuperación de 

los linfocitos T CD4+. Sin embargo, esta supresión no siempre se consigue con un solo 

régimen terapéutico, debido a la aparición de variantes virales resistentes después de un 

tratamiento prolongado [235], por lo que frecuentemente éste debe ser modificado. Los 

fármacos 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 fármacos antirretrovirales. Sin 
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embargo, estos fármacos presentan problemas de eficacia, aparición de  efectos 

secundarios y toxicidad. Por otra parte, la utilización de inhibidores de la RT no permite 

destruir ni inhibir la replicación 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 

producción de partículas virales infectivas, pero no destruyen la célula infectada. En esta 

situación, a pesar de la eficacia inicial de los tratamientos utilizados, la erradicación del 

virus del organismo y el bloqueo de la generación de resistencias son todavía una 

perspectiva lejana. Por otra parte, los macrófagos tisulares, constituyen reservorios que 

replican de forma crónica el VIH y diseminan la infección viral mediante interacción 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 diseñar nuevas 

estrategias terapéuticas que permitan neutralizar los reservorios de la infección utilizando 

distintos enfoques [236-238]. 

 

 

1.5.2 Estudios de resistencias en la infección pediátrica 
 

En la actualidad, a los pacientes pediátricos en el momento del diagnóstico y en el 

curso de la infección por el VIH, se les realiza estudios genotípicos de las regiones de 

retro-transcriptasa y de la proteasa, que permiten detectar las mutaciones que confieren 

resistencias a fármacos antirretrovirales y así administrar el tratamiento antirretroviral más 

eficaz a cada niño [138, 152, 239]. La aparición  de mutaciones  que confieren  resistencias 

a los fármacos antirretrovirales está directamente relacionada con fracaso virológico al 

tratamiento e incremento de la CV. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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Tras la constatación de que las terapias antirretrovirales, a pesar de su mostrada 

eficacia disminuyendo la replicación del virus, no permiten erradicar el virus, podemos 

afirmar que la enfermedad del sida sigue siendo, 20 años después de su aparición, una 

enfermedad incurable que acaba con millones de vidas, sobre todo en los países 

subdesarrollados. 

El fracaso de los fármacos antirretrovirales en erradicar la infección, ha centrado el 

interés en el propio sistema inmunológico del individuo infectado como alternativa para 

controlar o erradicar el virus. Ante estos precedentes, el objetivo que se planteó para la 

realización de esta Memoria, fue estudiar el proceso de recuperación o reconstitución del 

sistema inmunológico en la infección por el VIH. Dada la involución que sufre el sistema 

inmune con la edad, principalmente a nivel de la síntesis de nuevos linfocitos T, se 

consideró que era en niños donde mejor se podría ver reflejada la capacidad potencial del 

sistema inmune para regenerarse en primer lugar, y en consecuencia controlar de forma 

efectiva la infección. La constatación de dicha capacidad potencial, abriría nuevas 

alternativas en el tratamiento de la enfermedad tanto en adultos como en niños mediante la 

utilización de terapias inmunoestimuladoras, con la esperanza de erradicar el virus, o al 

menos convertir la infección por el VIH en una enfermedad crónica no mortal. Los 

objetivos concretos que se plantearon fueron los siguientes: 

 
 Estudiar el efecto del VIH en la función tímica, principal responsable de la 

regeneración de linfocitos T. 

 
 Determinar el papel que ejerce el timo en el mantenimiento de la población de 

linfocitos T procedentes de niños infectados por el VIH. 

 
 Estudiar el efecto de las terapias antirretrovirales sobre la función tímica y su 

relación con el estado inmunológico del niño. 

 
 Analizar los mecanismos homeostáticos que pudieran estar implicados en el 

mantenimiento o recuperación de la población de linfocitos T. 

 
 Determinar el beneficio que aporta la recuperación o reconstitución del sistema 

inmunológico en el mejor control de la infección y en la progresión de la 

enfermedad. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materiales y Métodos 
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3.1 Sujetos de Estudio. 
 

Los estudios se realizaron con muestras procedentes de 187 niños VIH+ que fueron 

seguidos en la Sección de Inmuno-Pediatría del Hospital General Universitario Gregorio 

Marañón y del Hospital 12 de Octubre de Madrid. Se realizó 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 clínicos, el porcentaje de linfocitos TCD4+, TCD8+, la carga viral, las 

características biológicas de los aislados virales y la función tímica mediante la determinación 

de los valores de células TRECs positivas.  

Los niños fueron diagnosticados como infectados por el VIH utilizando métodos de 

detección directa del VIH previamente descritos (DNA-PCR y cultivo viral) [240]. El factor 

de riesgo de transmisión fue por vía vertical en todos los niños. Debido a que se trabaja con 

muestras provenientes de niños 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 diseños de estudio. 

 

3.1.1 Análisis de la función tímica en la infección pediátrica 
 

Los estudios de seguimiento de la función tímica a lo largo de la edad, así como la 

evolución de los parámetros virológicos e inmunológicos con los tratamientos 

antirretrovirales se llevaron a cabo con muestras provenientes de 90 niños infectados seguidos 

desde su nacimiento hasta los 15 años de edad. Como grupo control se utilizaron muestras 

provenientes de 37 niños no infectados de edades comprendidas entre 0 y 15 años. 

 

3.1.2 Estudios de fenotipo viral 
 

Para determinar la influencia del fenotipo viral sobre la función tímica, se analizaron 90 

muestras de niños pertenecientes a la cohorte mencionada, que habían recibido en su mayoría 

terapia combinada y cuya edad media era de 4,9 años (rango: 0,3 – 10,8 años). Además se 
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realizó un estudio longitudinal en tres niños de 5 meses, 9 meses y 10 años respectivamente 

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

3.1.3 Determinación de los valores plasmáticos de IL-7 
 

El análisis de los valores de IL-7 se realizó en muestras de plasma previamente 

congeladas a –70ºC procedentes de 5 niños 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 niños desde su nacimiento. 

 

3.1.4 Estudios de respuesta linfoproliferativa y producción de citocinas 
 

El estudio de las respuestas linfoproliferativas y de producción de citocinas de las 

PBMCs de niños con distinta progresión de la enfermedad se realizó en 21 niños VIH+ 

divididos en 2 grupos dependiendo de su evolución inmunológica y virológica: a) 7 niños 

asintomáticos tras 7 o más años de infección por el VIH, b) 14 niños con progresión rápida de 

la enfermedad. También se realizó un estudio en 32 niños con distinta respuesta a la terapia 

antirretroviral, agrupándolos en 8 niños asintomáticos a largo plazo, 11 niños respondedores a 

HAART y 13 niños no respondedores a HAART. Como grupo control se estudiaron muestras 

procedentes de 17 niños no infectados de edades equivalentes a las de los grupos de niños 

VIH+. 

 

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

La determinación del porcentaje de linfocitos T CD4+ específicos frente al VIH se 

realizó en el Laboratoire de Inmunopatologie du SIDA del Centre Hospitalier Universitaire 

Vaudois en Lausanne (Suiza) con muestras procedentes de 24 niños infectados verticalmente 

por el VIH obtenidas entre Abril y Mayo del 2003 en la Sección de Inmuno-Pediatría del 

Hospital General Universitario Gregorio Marañón. La edad media de los niños fue de 10,7 

años (E.E.M.: ± 0,71). 

 

Todos los estudios se llevaron a cabo según los criterios establecidos en la Declaración 

de Helsinki (Edimburgo, 2000) y en el Convenio para la protección de los Derechos Humanos 
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y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biología y la Medicina 

(Oviedo, 1997). Igualmente, se siguió la normativa sobre la protección de datos de carácter 

personal que exige la legislación española (Ley Orgánica 15/1999) y fue revisado y evaluado 

por el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital General Universitario “Gregorio 

Marañón”. En todos los casos se obtuvo consentimiento de los padres o representantes legales 

de los niños para la realización del estudio. 
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3.2 Métodos de Estudio. 
 

3.2.1 Procesamiento de las muestras 
 

3.2.1.1 Extracción y procesamiento del suero 

Las muestras de sangre utilizadas en el estudio se obtuvieron por venopunción de los 

pacientes. Para la obtención 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 

extracción. El tubo con la sangre se somete a centrifugación 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 sanguíneos. Dicho suero se recuperó mediante una pipeta pasteur y se 

congeló inmediatamente para su conservación a  -70ºC. 

 

3.2.1.2 Extracción y procesamiento del plasma y células mononucleares de sangre 

periférica 

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopunción en tubos de vidrio con 

anticoagulante EDTA (VACUTAINER®). La sangre se depositó lentamente en tubos de 

10 ml, que contenían 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 24ºC y tras ello se recogió el plasma, que se congeló directamente a 

-70ºC, y la banda correspondiente a las PBMCs, las cuales se lavaron con medio RPMI 

1640 (Seromed Biochrom. Berlín, 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). 
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3.2.2 Detección de anticuerpos anti-VIH 
 

La determinación de anticuerpos anti-VIH se realizó mediante un ensayo comercial 

(New Lav Blot I, Sanofi Pasteur. París, Francia), destinado a la detección de estos anticuerpos 

por inmunotransferencia (Western-Blot) [241]. 

 

3.2.3 Caracterización de los aislados virales 
 

3.2.3.1 Cinética de replicación 

Se cocultivaron 2 x 106 PBMCs del paciente con 2 x 106 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 añadieron 2 x 

106 de blastos en 1ml de medio fresco, y dos veces por semana se recogieron los 

sobrenadantes para determinar la concentración de Ag p24 [150]. La detección y 

cuantificación de Ag p24 se realizó mediante un enzimoinmunoensayo tipo "sándwich" 

para la detección de antígenos asociados al virus VIH (INNOTEST HIV Antigen mAb, 

Innogenetics. Gent, Bélgica). 

La cinética de replicación se consideró rápida cuando en el cocultivo se detectaron 

valores de Ag p24 a día tres de iniciado y lenta si los valores de Ag p24 no se detectaron 

hasta pasados siete días o más del cocultivo celular. Se consideró cinética de replicación 

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 realizó 

por duplicado. Cada 3-4 días se reemplazó la mitad del medio por medio completo fresco 

y se midieron los valores de Ag p24. Se analizó por microscopía de contrate de fase la 

formación de sincitios. Se consideraron como aislados inductores de sincitios, los cultivos 

en los que al microscopio se observaban células multinucleadas gigantes o sincitiales y 

tenían valores de Ag p24 detectables. Además, 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 línea celular 

fue utilizada para diferenciar virus X4 o SI de R5 o NSI. Las cepas virales NSI no infectan 

a la línea 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 

formación de sincitios [93]. 

 

3.2.4 Cuantificación de carga viral 
 

Los valores de RNA viral se cuantificaron en el plasma de los niños VIH mediante 

transcripción inversa y reacción 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 Determinación de poblaciones linfocitarias 
 

3.2.5.1 Cuantificación del porcentaje de linfocitos TCD4+ y TCD8+ 

Aproximadamente 2,5 x 105 PBMCs aisladas de sangre periférica se incubaron con 

combinaciones de los monoclonales anti-CD4 conjugado con ficoeritrina (PE)/anti-CD3 

conjugado con isotiocianato de fluoresceína (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 utilizó un control de 

fluorescencia inespecífica, usando una inmunoglobulina del mismo isotipo que el de los 

anticuerpos monoclonales específicos, y que no presentó reactividad con células 

sanguíneas humanas. Después de 30 minutos de incubación, a 4ºC y resguardadas de la 

luz, las células se lavaron 2 veces a 400xg, durante 5 minutos, a 4ºC, con RPMI-1640 

suplementado con un 2% de FCS y azida sódica (0,05%), para eliminar el exceso de 

anticuerpo marcado con fluorocromo. La adquisición se llevó a cabo en un citómetro 

FACScan (Becton-Dickinson) usando el programa de adquisición Lysis II (Becton-

Dickinson) dentro de las dos horas siguientes a la tinción de las células [245]. Las 

condiciones óptimas de los distintos parámetros (sensibilidad y amplificación de los 
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dividiendo el número de células positivas por el número de bolas y multiplicando después 

por la concentración de bolas TRUCOUNTTM [247]. 

 

3.2.5.3 Descripción de la técnica de adquisición y análisis 

La adquisición se llevó a cabo en un citómetro FACScan (Becton-Dickinson) usando 

el programa de adquisición Lysis II (Becton-Dickinson) dentro de las dos horas siguientes 

a la tinción de las células. Los parámetros óptimos para la adquisición (sensibilidad del 

detector, amplificación del detector, compensación) se determinaron usando el reactivo 

Calibrite (Becton-Dickinson) y el programa AutoComp (Becton-Dickinson) de forma 

periódica. Se adquirieron 5000 eventos usando una puerta de adquisición para linfocitos T 

CD4+ o T CD8+ respectivamente. Dicha puerta se definió usando los parámetros de baja 

SSC y positividad para CD4, o baja SSC y alta expresión de CD8 [247]. 

El análisis de los datos se realizó con el programa de análisis Lysis II (Becton-

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

a) En la selección de  los linfocitos T CD4+, se minimizó la contaminación de 

monocitos realizando una adquisición de linfocitos T CD4+ de alta intensidad y 

bajo SSC. En la selección de los linfocitos T CD8+, se minimizó la 

contaminación de células NK adquiriendo sólo las células que expresaban CD8+ 

de alta intensidad y bajo SSC. 

b) Se utilizaron los controles isotípicos adecuados (IgG1-FITC; IgG1-PE) para 

valorar la tinción inespecífica, 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 más 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 número total de linfocitos T CD4+ y 

T CD8+. 
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3.2.6 Cuantificación de linfocitos T CD4+ VIH-específicos 
 

Los linfocitos T CD4+ VIH-específicas se identificaron mediante la medida de la 

producción intracelular de IFN-γ e IL-2 en presencia de un antígeno viral. Se estimularon 

entre 2 a 4 millones de PBMCs resuspendidas en 2 ml de RPMI 1640 Gutamax-1 que 

contenía un 10% de suero fetal bovino, con 5 µg/ml del antígeno 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 incubación se llevó a cabo durante 12-14 horas a 37ºC en presencia de 0,5 µg/ml de 

anticuerpo anti-CD28 purificado (Becton Dickinson) y 1 µg/ml de GolgiPlug (Becton 

Dickinson). Tras las 14 horas de incubación se procedió al marcaje permeabilizando y fijando 

las células con FACS Permeabilising Solution (Becton Dickinson) y marcando con anti IFN-γ 

(APC), IL-2(PE) (Pharmingen, San Diego, CA), CD4(PE-Cy5) y CD69(FITC) (Becton 

Dickinson) como marcador de activación. La adquisición se llevó a cabo en un citómetro 

FACSCalibur y para el análisis se utilizó el programa CellQuest (Becton Dickinson). Se 

adquirieron entre 150.000 y 1,5 x 106 eventos. Los controles negativos nunca excedieron 

0,01-0,02% y se consideraron positivas aquellas muestras estimuladas que tenían 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 líneas celulares 

La línea celular MT-2 (leucemia de linfocitos T con DNA de HTLV-I integrado) 

[248] crece en suspensión. Se cultivó con RPMI 1640 suplementado con 20% FCS, 0,3% 

Bicarbonato sódico, L-glutamina 2mM, 50U/ml de penicilina y 50U/ml de estreptomicina  

en botellas de 25 cm2 a una concentración de 5 x 105 células/ml a 37ºC en una atmósfera 

con 5% CO2 [155]. Esta línea celular se utilizó para la detección de la formación de 

sincitios por los aislados primarios VIH procedentes de las PBMCs de los niños. El 

ensayo se realizó cuando las células estaban en fase de crecimiento exponencial 

cultivando 2 x 105 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 106 células/ml PBMC procedentes de los niños 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 37ºC en una atmósfera con 

5% de CO2. En uno de los pocillos las células se estimularon  con 1µg/ml de PHA y en el 

otro no se añadió ningún estímulo, utilizándose como pocillo control. Los cultivos se 

mantuvieron durante 72 horas, al cabo de las cuales se recogió el sobrenadante, se 

centrifugó para eliminar los restos celulares y se almacenó a -70ºC hasta su utilización 

[93]. La viabilidad celular fue siempre mayor del 90% medida por exclusión por azul 

tripán. 

 

3.2.7.3 Proliferación celular 

Se cultivaron PBMCs procedentes de los niños incluidos en el estudio, a una 

concentración de 10x105 células en 100µl 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 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2.  

Los cultivos de PBMCs se mantuvieron durante 96 horas. La proliferación celular se 

determinó por incorporación de timidina tritiada (H3) (Amersham. Buckinghamshire, UK) 

en el DNA de las células; para ello se añadió 1µCi/pocillo de (H3)-Timidina durante las 

últimas 18 horas del cultivo. Posteriormente las células se recogieron utilizando un 

colector de células automático (Skatron. Lier, Noruega). La precipitación del DNA de 

estas células se llevó 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 líquido 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  2x105 

células en 200µl 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 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2. Los cultivos se realizaron por cuadruplicado, 

con los estímulos siguientes: 1µg/ml de PHA, 4 µg/ml de Pockweed (PWM), 1µg/ml anti-

CD3+ 1µg/ml anti-CD28, o ningún estímulo, utilizándose como pocillo control. Los 

cultivos de PBMCs se mantuvieron durante 72 horas, al cabo de las cuales se recogieron 

100 µl de sobrenadante, se centrifugó para eliminar los restos celulares y se almacenó a –

70ºC hasta su utilización. A cada pocillo se le añadieron 100 µl 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 además contenía 1µCi de 

(H3)-Timidina (Amershan). Tras 6 horas, se detuvo el cultivo y se determinó la 

incorporación de timidina tritiada (H3) en el DNA de las células. 

 

3.2.7.4 Producción de citocinas por las PBMCs en cultivo 

La cuantificación de las citocinas se realizó a partir de los sobrenadantes de cultivo 

almacenado a –70ºC  utilizando inmunoensayos comerciales y siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Se cuantificaron mediante ELISA los valores de IL-5 (Bio Source 

Internacional, Camarillo CA), TNF-α e IFN-γ (Bender Medical Systems Diagnostics, 

Viena, Austria) por triplicado. 

 

3.2.7.5 Cuantificación de la concentración plasmática de IL-7 

La concentración de interleucina 7 se determinó por duplicado siguiendo las 

instrucciones del fabricante en muestras de plasma sanguíneo almacenadas a -80ºC 

mediante un ensayo ELISA de alta sensibilidad que detecta tanto la IL-7 libre como la que 

se encuentra unida a proteínas transportadoras (Quantikine HS Human IL-7 kit. R&D 

Systems. Abingdon, UK). 
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3.2.8 Determinación de la producción tímica de nuevos linfocitos T 
 

El ensayo que permite cuantificar la producción de nuevos linfocitos T se basa en la 

cuantificación de un marcador presente en los linfocitos T que han emigrado recientemente 

del timo tras su maduración. 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 CD8+ procedentes de una muestra de sangre de menos de 1 ml. Tras el 

contaje de las células se realiza una extracción de DNA en condiciones adecuadas para su 

utilización 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 número de copias 

presentes en la muestra, ya que la determinación se realiza al final de la PCR cuando se ha 

alcanzado el “plateau” de la amplificación (Figura 9) y la cantidad de producto amplificado 

no es proporcional al número de copias de partida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cantidad de producto amplificado en el desarrollo de una PCR con diluciones 

seriadas de una muestra con 106 copias de la secuencia molde. Al final de la PCR las 

diferencias desaparecen, sin embargo el inicio del incremento logarítmico sí es proporcional 

al número de copias de partida.  
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Sin embargo, la aparición de termocicladores con detector de fluorescencia, permite 

monitorizar el desarrollo de la PCR en tiempo real mediante la incorporación a la mezcla de 

reacción de sondas marcadas o de SYBR green. Gracias a esta tecnología se puede determinar 

en que momento se produce el incremento logarítmico de amplificación que será proporcional 

al número de copias de partida de la secuencia molde. De esta manera, se puede cuantificar de 

forma precisa el porcentaje de células TREC positivas que sería representativo de la 

producción de nuevos linfocitos T y por tanto de la función tímica. 

 

3.2.8.1 Extracción de DNA 

Se cuentan las células, se dispensa 1 x 106 de éstas en un tubo “eppendorf” y se 

centrifugan para eliminar el sobrenadante. El sedimento seco se puede congelar hasta su 

utilización o se puede realizar la lisis celular. Para la lisis celular se añade al sedimento 10 

µl de proteinaza K 100 µg/ml por cada 1 x 105 células (Proteinase K PCR Grade de Roche 

disuelta en TRIS 10 mM pH 8 grado biología molecular de Sigma) y se incuba a 56º 

durante 1 hora; después se inactiva la proteinasa K a 95º durante 15 minutos y se 

centrífuga, quedándonos con el sobrenadante que contiene el DNA. 

 

3.2.8.2 Recta patrón 

Para obtener valores del número de TRECs por 105 células se realizó una recta 

patrón con un número conocido de copias de TRECs utilizando un plásmido que tenía 

insertada parte de la secuencia de los TRECs 

proporcionado por D. Douek [210]. 

El estándar es un plásmido 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 purificación. Una vez 

crecido el plásmido y disuelto en agua se 

cuantifica la cantidad de DNA por absorbancia 

a 260 nm, dado que se conoce el peso exacto 

de una molécula de estándar (plásmido + secuencia TRECs  4,19 x 10-18 g) se puede 
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saber el número exacto de copias. Haciendo diluciones seriadas se dispensan alícuotas de 

106, 105, 104, 103 y 100 moléculas de estándar que se amplificarán  junto con las muestras 

problema para obtener una recta patrón. Tras realizar la PCR se comprobó la calidad de la 

recta patrón obtenida, siendo considerada como aceptable si tenía un error menor de 0,1 y 

una r = 1 (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Recta patrón obtenida a partir de la amplificación de una dilución seriada de un 

plásmido que contiene la secuencia de TRECs. 

 

3.2.8.3 Control interno 

En todas las muestras se siguió el mismo procedimiento de extracción y siempre la 

mezcla de reacción contuvo el DNA correspondiente a 50.000 células. Además, se llevó a 

cabo un control interno a las muestras para estar seguros de que se añadía la misma 

cantidad de DNA en las PCR utilizando el LightCycler Control Kit DNA (Roche). 

Mediante esta PCR se amplifica el gen de la β-globina, que es un gen constitutivo del que 

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

DNA genómico humano de concentración conocida que está incluida en el producto. 

 

3.2.8.4 Condiciones de la PCR 

En primer lugar se utilizó 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 diseñaron Sondas de Hibridación (TIB Molbiol. Berlín, Alemania) específicas 

de la secuencia a amplificar. Se probaron distintas combinaciones de cebadores y sondas 

hasta dar con una combinación (Figura 11) con la que se obtenía una amplificación 

adecuada y que tanto con curvas “melting” como en geles de agarosa (Figura 12) 

mostraba que se estaba amplificando únicamente el fragmento deseado de los TRECs. 

Además cada PCR se repitió con las mismas condiciones en días distintos, viendo que la 

reproducibilidad era muy buena, con variaciones por debajo del 10%. Tras la 

optimización, las condiciones de la PCR utilizadas son las siguientes: Para la mezcla de 

reacción se utiliza el producto LightCycler – FastStart DNA Master Hybridization Probes 

(Roche) y se añaden 3,5 mM de MgCl2, 0,5 µM de cada uno de los cebadores o “primers” 

y 0,2 µM de cada sonda; En el termociclador se realiza un primer ciclo de 10 min. a 95ºC, 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

indican los cebadores y sondas de hibridación utilizados.  

 

 

AAAGAGGGCAGCCCTCTCCAAGGCAAAATGGGGCTCCTGTG

GGGAACAGAGGGGTGCCTCTGTCAACAAAGGTGATGCCACA

TCCCTTTCAACCATGCTGACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTG

CCCACTCCTGTGCACGGTGATGCATAGGCACCTGCACCCCG

TGCCTAAACCCTGCAGCTGGCACGGGCCCTGTCTGCTCTTC

ATTCACCGTTCTCACGAGTTGCAATGACAAGTTCAGCCCTCC

ATGTCACACTGTGTTTTCCATCCTGGGGAGTGTTTCACAGCT

ATCCCAAGCCCCACGCTGACGAATCACGGCCGAAAACACAC

TCTGATGCCAGCACAGACCACGGAGCAAATGTCAGACAAGA

TAG   
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Figura 12. Curva “Melting” y Gel de Agarosa al 2 % de las muestras problema y del 

plásmido usado para la recta patrón. 
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3.3 Análisis Estadístico. 
 

3.3.1 Procesamiento de los datos 
 

Se determinaron los valores de porcentaje y células/mm3 de linfocitos T CD4+ y CD8+.  

En la determinación 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 número absoluto varía con la edad [78]. Además el porcentaje de 

CD4 se considera un mejor marcador de progresión de la infección en niños [130]. Por tanto, 

dado que los niños incluidos en el estudio son de edades distintas, se consideró adecuado 

utilizar los valores de porcentaje como variable representativa de la población de linfocitos T 

CD4+. 

Para la producción de citocinas en cultivos de PBMCs y la proliferación se utilizaron 

los valores de producción de citocinas del pocillo control y del pocillo con PHA y se calculó 

el incremento de producción de citocinas respecto al control. Se estandarizaron los valores de 

las concentraciones de citocinas en los cultivos de cada paciente según los valores del grupo 

control. El comportamiento de los valores de citocinas entre los diferentes grupos resultó 

tener una distribución bastante asimétrica, por ello, se utilizaron como medida de 

centralización la mediana y como medida de dispersión el rango intercuartílico (RIQ). 

 

3.3.2 Análisis de distribución de variables 
 

Previamente al análisis estadístico se comprobó si los datos a analizar seguían una 

distribución normal dentro de cada grupo y si las varianzas eran homogéneas, en cuyo caso se 

aplicó un método paramétrico. En los casos en los que las variables no cumplían los requisitos 

de normalidad y homogeneidad de varianzas, o el tamaño muestral era muy pequeño, 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 usó el test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Esta 

prueba compara la función de distribución acumulada observada para una variable, con una 

distribución teórica normal. La Z de Kolmogorov-Smirnov se calcula a partir de la diferencia 

mayor (en valor absoluto) entre las funciones de distribución acumulada teórica y observada 
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[249, 250]. Para comprobar que las varianzas de los grupos a comparar son homogéneas, se 

realizó el test de Levene cuya hipótesis nula es que las varianzas son iguales. 

 

3.3.3 Métodos paramétricos 

 

 Coeficiente de correlación lineal de Pearson 

Este coeficiente permite estudiar la fuerza de asociación lineal entre dos variables. 

Dicha fuerza será nula (asociación 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 

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

 

 Modelo de regresión lineal múltiple 

Se utilizó este modelo para estudiar si las correlaciones observadas entre variables eran 

secundarias a factores como la edad, tratamiento, etc. Mediante este análisis se analizan tres 

o más variables simultáneamente y se realiza el ajuste de variables que puedan dar lugar a 

fenómenos de confusión incluyéndolas como covariables [251]. 

 

 T de Student para muestras independientes 

Cuando se necesitó comparar las medias de una determinada variable entre dos grupos 

y dichas variables cumplían los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas se 

utilizó la t de Student. La distribución t de Student es muy parecida a la distribución normal 

pero no requiere disponer de un parámetro de dispersión poblacional y tiene en cuenta el 

tamaño de la muestra [252]. Cuando las varianzas no eran homogéneas, se aplicó el test de 

Welch. 

 

 Análisis de la varianza 

La comparación de las medias de cada variable cuando se estudiaban más de dos grupos 

se efectuó mediante el análisis de la varianza (ANOVA). Las variables deben cumplir los 

requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Este análisis estudia la variabilidad 

entre los grupos y dentro de los grupos. La F Snedecor detectará 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 estadísticas no paramétricas se utilizaron cuando la muestra fue pequeña o 

la distribución de los datos en la población fue libre (los datos no procedían de poblaciones 

normales y con igualdad de varianzas).  

 

 U de Mann-Whitney 

Contrasta si dos muestras de dos subpoblaciones tienen la misma distribución. Las 

observaciones de ambos grupos se combinan y clasifican con respecto al rango promedio 

asignado en caso de producirse empates. Si la posición de las poblaciones es idéntica, 

deberán mezclarse aleatoriamente los rangos en ambas muestras. 

 

 Análisis de correlación de Spearman 

Variante de coeficiente de correlación de Pearson. Es una medida de asociación que se 

calcula a partir de la asignación de rangos a los valores ordenados. Dicha asociación será 

nula si R=0, aumentando a medida que el valor de R se aproxima a 1 ó a -1. El signo del 

coeficiente R indica el sentido de la asociación, siendo directa cuando el signo es positivo e 

inversa cuando es negativo. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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Con el fin de evaluar el proceso de reconstitución inmunológica en los niños 

infectados por el VIH en primer lugar se estudió el papel que juega el timo en este proceso. 

Si bien se ha comprobado que tanto en adultos como en niños es posible una recuperación 

de la población 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 inmunológica para responder al VIH y demás 

infecciones oportunistas. Un incremento en el número de linfocitos T CD4+ debido a una 

redistribución o expansión periférica no permitiría una recuperación de los clones perdidos 

a causa de la infección, principalmente los clones específicos frente al VIH. Sin embargo, 

una repoblación de linfocitos por parte del timo si podría recuperar los clones específicos 

frente al VIH y otros patógenos oportunistas que hayan sido eliminados a causa de la 

infección. Si además se tiene en cuenta que el niño no ha sufrido la involución tímica 

asociada a la edad, puede que conserve la capacidad para repoblar la población de 

linfocitos T CD4+ y recuperar un sistema inmunológico adecuado. 

 

 

4.1 Efecto de la Infección por el VIH sobre la Función Tímica. 
 

Dado que el VIH ha mostrado ser capaz de infectar y destruir timocitos [42, 43] 

alterando la función tímica [254] y la producción de nuevos linfocitos T [210], se 

determinó en primer lugar cual era el efecto de la infección por el VIH en la función tímica 

de los niños infectados. Para ello se compararon los valores de TRECs desde el nacimiento 

hasta la edad de 15 meses en 15 niños no infectados y 8 niños infectados verticalmente por 

el VIH (Artículo 1 (pg 87). Correa et al. Pediatric Research 52:207-212, 2002). Este 

estudio se amplió posteriormente incluyendo un total de 90 niños infectados y 37 niños no 

infectados con un seguimiento desde el nacimiento hasta la edad de 15 años, cuyos 

resultados se muestran en la Figura 14. 
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Figura 13. Valores de TRECs por 105 PBMCs (A) y porcentaje de linfocitos T CD4+ (B) 

en niños infectados y no infectados por VIH desde el nacimiento hasta la edad de 15 

meses. (Artículo 1. Figure 1 (pg 90). Correa et al. Pediatric Research 52:207-212, 2002). 

 

Los resultados muestran que la infección por el VIH produce una marcada inhibición 

de la función tímica que se ve reflejada en los valores significativamente menores de 

TRECs observados en los niños VIH+ en comparación con los niños 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 niños 

infectados por el VIH (n=8) que en niños no infectados (n=15) (Figura 13). Además, se 

observó que durante los 3 primeros meses de vida no existían diferencias en los valores de 

TRECs entre los niños infectados y no infectados. 

Cuando se amplió el estudio hasta la edad de 15 años se obtuvieron resultados 

similares. Los valores de TRECs (P<0,001) y el porcentaje de CD4 (P<0,001) fueron 

significativamente inferiores en los niños infectados (n=90) que en los no infectados 

(n=37) (Figura 14).  
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Figura 14. Valores de TRECs por 105 PBMCs (A) y porcentaje de linfocitos T CD4+ (B) 

en niños infectados y no infectados por VIH de 0 a 15 años de edad. 

 

Los resultados muestran claramente que los niños infectados por el VIH tienen 

valores significativamente inferiores de TREC que los niños no infectados. Sin embargo, 

cabe indicar que dentro del grupo de niños infectados se observaron diferencias en cuanto a 

los valores de TRECs dependiendo de su estadio clínico o inmunológico (Artículo 2 (pg 

94). Resino, Correa et al. Clin. Exp. Immunol. 132:105-112, 2003). Los niños definidos 

como progresores rápidos (RP) presentaban valores muy inferiores de TRECs (media= 783 

TRECs/105 PBMCs) en comparación con niños no infectados de la misma edad (media= 

13720 TRECs/105 PBMCs), mientras que los niños definidos como asintomáticos a largo 

plazo (LTA) presentaron valores de TRECs similares (media= 10804 TRECs/105 PBMCs) 

a los observados en los niños no infectados (Artículo 2. Figure 1a (pg 99)). 
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4.2 Importancia de la Función Tímica en Niños Infectados por el VIH.  
 

Para determinar que influencia tiene la producción tímica de nuevos linfocitos T en 

los valores periféricos de estas células se analizó la correlación existente entre los valores 

de TRECs y los porcentajes de linfocitos T CD4+ y T CD8+ en 182 muestras procedentes 

de niños VIH+ de edades comprendidas entre 0 y 15 años. Los resultados muestran que 

existe una correlación 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 correlación 

inversa que existía entre el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Correlación entre valores de TRECs por 105 PBMCs y porcentaje de linfocitos 

T CD4+ (A) y T CD8+ (B) en niños infectados por VIH. 
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Además, al realizar un estudio de seguimiento en varios niños infectados, se observó 

que cuando se producía un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+ siempre 

coincidía con un incremento en los valores de TRECs (Artículo 1. Figure 3 (pg 92)). 

Mientras que no existía correlación 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. Evolución de los valores de TRECs/105 PBMCs y porcentaje de linfocitos T 

CD8+ en los 8 niños incluidos en el estudio. Las líneas verticales punteadas representan el 

inicio o 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 producción tímica de estas células, mientras que los 

cambios en la población de linfocitos T CD8+ serían debidos a otros factores distintos de 

la producción tímica, tales como fenómenos de redistribución o expansión periférica. 
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4.3 Efecto del Fenotipo Viral sobre la Función Tímica. 
 

La aparición de cepas X4 o SI en individuos infectados se ha asociado a una mayor 

progresión a la enfermedad de sida tanto en adultos como en niños [150, 255]. Además, 

también se ha descrito que la presencia de virus con fenotipo SI se asocia con una mayor 

caída de linfocitos T CD4+ [150, 256, 257].  

Los resultados previamente mostrados indican por un lado que el VIH ejerce un 

efecto inhibitorio sobre la producción tímica de nuevos linfocitos T,  y por otro lado que 

los valores de linfocitos T CD4+ en niños VIH+ dependen en gran medida de la 

producción tímica de estas células. Por tanto, la mayor disminución de linfocitos T CD4+ 

asociada a la aparición de cepas X4, podría deberse en parte a un mayor efecto inhibitorio 

de estas cepas sobre la función tímica. Para determinar si distintas cepas virales tienen un 

efecto diferencial sobre la función tímica, se estudió la correlación existente entre fenotipo 

viral,  cinética de replicación y valores de TRECs en 90 muestras procedentes de niños 

infectados verticalmente por el VIH (Artículo 3 (pg 102). Correa et al. AIDS 15:1959-

1963, 2001). 

Coincidiendo con los resultados previamente mostrados, se observó que tanto en 

niños con virus R5 como con virus X4, existía una correlación significativa entre TRECs y 

porcentaje de linfocitos T CD4+ (P<0,001) (Artículo 3. Figure 1a (pg 105)). Esto 

confirma el papel clave del timo en el mantenimiento de la población de linfocitos T 

CD4+. Los resultados muestran diferencias significativas con respecto al fenotipo viral. En 

niños 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 niños con 

aislados R5 o NSI (P<0,001) (Artículo 3. Table 1 (pg 104)). Estas diferencias se 

mantuvieron cuando se incluyeron en el análisis 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 replicación, no se 

observaron diferencias en porcentaje de linfocitos T CD4+, valores de TRECs y CV entre 

niños con cepas de replicación lenta/baja (S/L) o cepas de replicación rápida/alta (R/H). 

Para confirmar que el cambio de fenotipo de R5 a X4 se asociaba con una mayor 

inhibición tímica, se hizo un estudio longitudinal en 3 niños VIH+ en los que se había 

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 disminución en los valores de TRECs 

(Artículo 3. Figure 1b (pg 105)), confirmando el mayor efecto inhibitorio de las cepas X4 

sobre la función tímica. 

 

 



  Resultados 
 

 74

4.4 Efecto de la Terapia Antirretroviral en la Recuperación de Linfocitos T 
CD4+. 
 

Tras comprobar el efecto inhibitorio que ejerce el VIH sobre la función tímica, se 

estudió si la TAR, al disminuir la CV, conducía a una recuperación en dicha función tímica 

al disminuir el efecto inhibitorio ejercido por el virus. También se analizó si la 

recuperación de linfocitos T CD4+ que se da tras el control de la viremia por la terapia, era 

debida a una repoblación por nuevos linfocitos T CD4+ producidas en el timo, o bien se 

debía a una redistribución o expansión periférica de los linfocitos T CD4+ preexistentes. 

Se llevó a cabo un estudio longitudinal en 3 niños que iniciaron un tratamiento con 

terapia combinada (2 análogos de nucleósido) y 3 niños que iniciaron TAR de alta eficacia 

o HAART (2 análogos de nucleósido y 1 inhibidor de proteasa) (Artículo 4 (pg 107). 

Correa et al. AIDS 16:1181-1187, 2002). 

La TAR condujo a un marcado descenso de la CV en los niños tratados con terapia 

combinada y a una supresión completa hasta valores de CV indetectable en los niños 

tratados con HAART. La caída de la CV fue acompañada en todos los casos de un 

marcado incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+ (Artículo 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 coincidía en todos los casos con un incremento en los 

valores de TRECs, existiendo una correlación altamente significativa entre ambas variables 

(P<0,001) (Artículo 4. Figure 1 (pg 108)), que junto con los resultados obtenidos 

previamente (Artículo 1. Figure 3 (pg 92)) indican un origen tímico de la reconstitución 

de linfocitos T CD4+ en estos niños infectados. 

El origen tímico de los linfocitos T CD4+ recuperadas tras la terapia fue confirmado 

al estudiar niños que a pesar de recibir la TAR durante más de 3 años no habían sido 

capaces de recuperar los linfocitos T CD4+ (Non-Rec) (Artículo 5 (pg 110). Resino, 

Correa et al. AIDS Res. Hum. Retroviruses 18:1395-1406, 2002). En este grupo de niños se 

observaron valores de TRECs significativamente inferiores (P<0,01) a los observados en 

los niños tratados que sí habían respondido a la terapia con un incremento en linfocitos T 

CD4+ (Rec) (Artículo 5. Figure 2c (pg 118)). 

 

 



  Resultados 
 

 75

4.5 Papel de la Interleucina–7 en la Homeostasis de Linfocitos T CD4+. 
 

El hecho de que tras la caída de CV se produzca un marcado incremento en la 

producción tímica de nuevos linfocitos T, hace pensar que debe existir un mecanismo de 

homeostasis que active esta producción de nuevas células cuando los valores de linfocitos 

T CD4+ son anormalmente bajos, como ocurre en la infección por el VIH. Entre los 

posibles factores que puedan estar implicados en este mecanismo, el candidato más 

probable es la IL-7, ya que ha mostrado estar implicada en la diferenciación de timocitos 

en linfocitos T maduros [258, 259]. Además se han observado valores plasmáticos 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 estudió si existía alguna asociación entre los valores plasmáticos 

de IL-7 y la recuperación tímica de linfocitos T CD4+ que se había observado en los niños 

infectados por el VIH. Para ello, se realizó un estudio longitudinal a lo largo de 100 meses 

en 5 niños infectados verticalmente por el VIH (Artículo 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 plasmáticos de IL-7. También se compararon los valores de IL-7 en niños no 

infectados, niños infectados pero que se mantenían asintomáticos (LTA) y niños infectados 

con una progresión rápida de la enfermedad (RP) (Artículo 2 (pg 94). Resino, Correa et al. 

Clin. Exp. Immunol. 132:105-112, 2003). 

Coincidiendo con trabajos previos, se observó una correlación negativa entre valores 

plasmáticos de IL-7 y porcentaje de linfocitos T CD4+ (P<0,001). La caída de linfocitos T 

CD4+ a causa de la infección estaba siempre asociada a valores anormalmente altos de IL-

7 (Artículo 6. Figure 1(pg 125)). Los niños infectados definidos como progresores rápidos 

(RP) presentaban valores significativamente inferiores de linfocitos T CD4+ (P<0,01) y 

valores superiores de IL-7 (P<0,01) en comparación con los niños asintomáticos (LTA) o 

no infectados. Sin embargo los LTA, con recuentos de linfocitos T CD4+ por encima de 

600 cel./mm3, presentaban valores plasmáticos de IL-7 similares a niños no infectados 

(Artículo 2. Figure 1b (pg 99)).  

Tras la drástica disminución de CV como consecuencia del TAR, se observó un 

marcado incremento en TRECs y linfocitos T CD4+ que fue seguido por una caída de los 

valores plasmáticos de IL-7 hasta los valores basales previos a la caída de linfocitos T 
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CD4+ (Artículo 6. Figure 1 (pg 125)). Sin embargo, no se encontró ninguna correlación 

entre el porcentaje de linfocitos T CD8+ y los valores plasmáticos de IL-7 (P>0,05), y sólo 

apareció correlación entre TRECs y porcentaje de linfocitos T CD8+ en el niño 4 (P=0,01), 

mientras que en los demás no existió correlación entre estas variables (P>0,05). Estos 

resultados indican que la IL-7 parece ser la principal responsable de activar la producción 

tímica con el fin de recuperar la población de linfocitos T CD4+ disminuida a causa de la 

infección.  
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4.6 Respuestas Linfoproliferativas y Producción de Citocinas. 
 

Los resultados obtenidos demostraban que los niños infectados por el VIH conservan 

la capacidad de repoblar y recuperar la población de linfocitos T CD4+, y que en niños, 

esta recuperación o repoblación tiene principalmente un origen tímico. El origen tímico de 

estas células puede favorecer la recuperación del repertorio de especificidades de los 

linfocitos T, pudiendo recuperar por tanto respuestas específicas frente al VIH y otros 

patógenos. Para estudiar la capacidad funcional del sistema inmune en estos niños, se 

analizaron la capacidad de proliferación y la producción de citocinas en respuesta a 

distintos mitógenos y antígenos de recuerdo en PBMCs, que han demostrado ser uno de los 

primeros parámetros inmunológicos que se ven afectados en el curso de la infección 

(Artículo 2 (pg 94). Resino, Correa et al. Clin. Exp. Immunol. 132:105-112, 2003; 

Artículo 5 (pg 110). Resino, Correa et al. AIDS Res. Hum. Retroviruses 18:1395-1406, 

2002). Los resultados muestran que los niños definidos como LTA, que presentaban una 

adecuada función tímica definida por unos valores de TRECs similares a niños no 

infectados (Artículo 2. Figure 1a (pg 99)), mostraban respuestas proliferativas a 

mitógenos (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 niños definidos como progresores rápidos (RP) (Artículo 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 rápidos. Las respuestas a toxoide tetánico (TT) y streptokinase 

(SK) en LTA fueron inferiores a las observadas en niños no infectados, pero superiores a 

las obtenidas en RP. En cuanto a la respuesta frente a antígenos del VIH (p24) no se 

observaron diferencias significativas entre LTA y RP. Por último, la producción de IFN-γ 

y TNF-α en LTA fue significativamente superior a la observada en RP y similar a la de los 

niños no infectados (Artículo 2. Table 2 (pg 97)). 

Se realizó otro estudio en el que se comprobó que las respuestas linfoproliferativas a 

mitógenos eran significativamente superiores en niños infectados que habían respondido a 

la terapia con una recuperación de linfocitos T (Rec) (Artículo 5. Figure 1c (pg 114)), que 

en niños que no habían respondido a la terapia (Non-Rec) y cuyos valores de TRECs eran 
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inferiores (Artículo 5. Figure 2c (pg 118)). Sin embargo, entre estos dos grupos de niños 

infectados (Rec y Non-Rec) no se observaron diferencias significativas en cuanto a la 

respuesta a antígenos y producción de citocinas (Artículo 5. Figure 1a y 1b (pg 114)). 
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4.7 Respuestas VIH-específicas de los Linfocitos T CD4+. 
 

Como se ha comentado, el origen tímico del incremento de CD4 podría permitir la 

repoblación de clones específicos, recuperando las repuestas específicas frente al VIH que 

estarían especialmente disminuidas. Dada la importancia que han mostrado tener las 

respuestas de linfocitos T CD4+ colaboradores o “helper” en el control antiviral se decidió 

estudiar en profundidad las respuestas CD4 VIH-específicas. Para ello, se determinaron en 

24 niños infectados verticalmente (edad media: 10,7±0,71 años) los porcentajes de 

linfocitos T CD4+ VIH-específicos por su capacidad de secretar IFN-γ e IL-2 en respuesta 

a la estimulación antigénica con la proteína p55 gag del VIH. A diferencia de los estudios 

de proliferación celular, este método nos permitiría una cuantificación precisa del número 

de linfocitos CD4 específicos y también nos aportaría información sobre el fenotipo de los 

linfocitos específicos de memoria.  

Coincidiendo con estudios previos [264], tres poblaciones funcionalmente distintas 

fueron identificadas: a) células secretoras de IFN-γ; b) células secretoras de ambas 

citocinas (IL-2+/IFN-γ+); y células que secretan únicamente IL-2. Los resultados mostraron 

que los niños alcanzaban valores de células específicas muy superiores a los observados en 

adultos [185, 264-267], alcanzando en algunos niños valores de 0,90% de células 

secretoras de IL-2 o 0,91% de secretoras de IFN-γ (Figura 19). 

Respecto a las frecuencias relativas de estas tres poblaciones distintas, se observó que 

en los 24 niños analizados se daban tres modelos o patrones distintos (Figura 17). En 10 de 

los 24 niños, más del 70% de los linfocitos T CD4+ VIH-específicos eran células 

secretoras de IL-2 únicamente, que correspondería con linfocitos de tipo memoria central 

(TMC). Nueve de los niños presentaban los 3 tipos de células específicas mencionados 

(IL2+, IL-2+/IFN-γ+ y IFN-γ+). Los linfocitos T CD4+ VIH-específicas de los restantes 5 

niños eran en su mayoría (>60%) células secretoras de IFN-γ, que correspondería con 

células de tipo memoria efectoras (TME). El porcentaje medio de células VIH-específicas 

en el total de linfocitos T CD4+ fue muy alto en los 3 grupos en comparación con los 

valores observados en adultos [185, 264-267] (Figura 18). 
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Figura 17. Media de las frecuencias relativas de células IL-2+, IL-2+/IFN-γ+ e IFN-γ+ en la 

población de linfocitos T CD4+ VIH-específicos en los tres grupos definidos. 

 

 

 

 

Figura 18. Porcentaje medio ± E.E.M. de linfocitos T CD4+ VIH-específicos secretores 

de IL-2, IFN-γ, y ambas citocinas en el total de linfocitos T CD4+ en los tres grupos 

definidos. 
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Figura 19. Histogramas de la citometría de muestras representativas del grupo con 

predominio de IFN-γ+ (A), grupo con las 3 poblaciones representadas (IL-2+, IL-2+/ IFN-

γ+, IFN-γ+)  (B) y grupo con predominio de IL-2+ (C). 
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Dado que los TAR fueron similares en todos los niños, se analizaron distintas 

variables inmunológicas y virológicas con el fin de determinar a qué se debían los 3 

distintos modelos observados (Tabla 4). El análisis de la varianza (ANOVA) mostró que la 

CV era la única variable que difería 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 diferían entre los 3 grupos. Sólo la CV 

resultó ser significativamente mayor en el grupo con predominio de células IFN-γ+ 

(71880±22727 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 ↑IFN-γ 

(TME) 

Grupo 3 P. 

(TMC ∼ TME) 

Grupo ↑IL-2+ 

(TMC) 

Edad (años) 10,46±1,14 10,16±0,92 11,51±1,48 

Carga Viral (copias/ml) 71880±22727 * 923±320 798±296 

% 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 106 PBMCs) 15092±4054 16247±4411 15375±4183 

% IL-2+ 0,124±0,034 0,136±0,027 0,301±0,087 

% IL-2+/IFN-γ+ 0,038±0,014 0,046±0,013 0,016±0,011 

% IFN-γ+ 0,462±0,135 0,097±0,028 0,044±0,016 

N 5 9 10 

 

Tabla 4. Media ± E.E.M. de las distintas variables en los 3 grupos definidos. 

*Únicamente la carga viral fue significativamente distinta entre los 3 grupos, siendo 

significativamente mayor en el grupo con predominio de IFN-γ+ (P<0,001). 
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Dado que la presencia de los 3 patrones no se podía explicar por diferencias en las 

variables analizadas, se revisaron de forma retrospectiva los datos inmunológicos y 

virológicos de los últimos 5 años. Al tener el seguimiento de los niños se constató que los 5 

niños incluidos en el grupo con predominio de IFN-γ+, eran niños que en el momento del 

estudio tenían 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 específicas 

correspondía con niños que en el momento del estudio presentaban baja CV pero que 

habían experimentado algún pico de viremia en los últimos 1-2 años. Por último, se 

observó que los niños con predominio de IL-2+ habían mantenido controlada la CV al 

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

años de dos niños representativos de cada grupo. 
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Todo ello apuntaba a que la CV era la variable que podría estar determinando el 

patrón de células específicas de memoria presentes en los niños. Para confirmarlo se 

analizó el efecto de las distintas variables sobre la frecuencia de linfocitos T CD4+ VIH-

específicos mediante un análisis estadístico de correlación en el total de los 24 niños. Los 

resultados mostraron una correlación positiva entre el porcentaje de linfocitos T CD4+ y 

los valores de TRECs (P=0,036) coincidiendo con los resultados previos, y sólo la viremia 

mostró tener efecto sobre la frecuencia de células específicas apareciendo una correlación 

positiva entre CV y porcentaje de células IFN-γ+ (P<0,001). Cuando el análisis se realizó 

por separado en los 3 grupos anteriormente descritos, no se observó correlación alguna 

entre la frecuencia de células específicas 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 observó una 

correlación positiva entre los valores de TRECs y la proporción de células secretoras de 

IL-2 en el total de células específicas (P=0,050). Finalmente, en el grupo con predominio 

de IFN-γ+ se observó una correlación negativa entre CV y valores de TRECs (P=0,011) y 

entre %CD4 y porcentaje de IFN-γ+ (P=0,028). 

Teniendo en cuenta el seguimiento de los niños, el análisis estadístico muestra 

además que existe una correlación positiva entre la frecuencia de células IFN-γ+ y la CV 

media del último año (P<0,001), sin embargo si se tiene en cuenta la CV media de los 

últimos 2 años esta correlación no existe (P=0,571). Dentro del grupo de niños con 

predominio de IL-2+, que como se ha mencionado han tenido controlada la viremia en el 

último año, se observa que la frecuencia de linfocitos T CD4+ VIH-específicos 

correlacionaba positivamente con la CV media de los 2 últimos años (% IL-2+: P=0,033; 

% IFN-γ+: P=0,031) pero lógicamente, no con la CV media del último año, que como se ha 

mencionado se mantenía en valores muy bajos. Este hecho se puede ver reflejado en los 

dos casos representativos, donde se observa que el niño 6412 presenta los valores más altos 

de porcentaje de células IL-2+ y aunque su CV en el último año estuvo controlada, sí tuvo 

valores altos de CV hace 2 años. Sin embargo el niño 6413, que tuvo controlada la carga 

viral durante más de 5 años (en la figura solo se reflejan los 3 últimos años) presentó un 

porcentaje de células VIH-específicas inferior. 
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La infección por el VIH se caracteriza por un deterioro progresivo de la función y del 

número de linfocitos T CD4+ como consecuencia de la replicación viral. Sin intervención, 

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 aparición de las terapias antirretrovirales de alta eficacia o HAART a mediados de 

los años 90 ha modificado drásticamente el curso de la infección disminuyendo de forma 

marcada la mortalidad y morbilidad tanto en adultos [269, 270] como en niños [271]. Tras 

la instauración de estos tratamientos se produce una caída marcada y sostenida de la 

replicación viral que hace disminuir el número de linfocitos T CD4+ que se infectan 

conduciendo a un incremento de linfocitos T CD4+ tanto vírgenes como memoria. Este 

incremento en la población CD4 permite  recuperar algunas respuestas inmunes frente a 

patógenos 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 replicación activa del VIH conduce a un estado crónico de 

inflamación y a un incremento en la expresión de citocinas pro-inflamatorias y moléculas 

de adhesión [276]. Tras la supresión de la replicación 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 inflamación en los tejidos linfoides son redistribuidos, conduciendo a un 

aumento en sangre periférica de la mayoría 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+ continúa pero es más lento que el 

observado en la primera fase y comprende principalmente células de fenotipo CD45RA+ 

62L+, correspondiente a células vírgenes [217]. 

Sin embargo, a pesar de la prolongada supresión de la CV y el lento pero continuo 

incremento de la población CD4, muchos de los pacientes no alcanzan valores normales de 

linfocitos T CD4+. Además, no se recuperan las respuestas específicas por parte de las 

células T frente al VIH, por lo que no se consigue erradicar el virus ni alcanzar un estado 

de no progresión a largo plazo, ni permite interrumpir el TAR. Incluso se ha observado 
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que, dados los bajos valores de estimulación antigénica por la caída de viremia, tras la 

terapia HAART se da una disminución de la respuesta CTL específica frente al VIH [278]. 

El aumento de linfocitos T CD4+ observado tras la instauración de TAR puede tener 

un origen diverso: puede deberse a un aumento en la producción tímica de nuevos 

linfocitos T, pero también puede darse por una redistribución de células retenidas en los 

órganos linfoides, o a una expansión periférica de la células pre-existentes [218], e incluso 

por una reversión del fenotipo de células memoria a células vírgenes [221]. El origen de 

estas células va a ser clave en el proceso de reconstitución o recuperación del sistema 

inmunológico, ya que una redistribución o expansión periférica sólo aumentará el número 

de células de los clones que han sobrevivido a la infección. Teniendo en cuenta que los 

linfocitos T CD4+ VIH-específicas son preferentemente deplecionadas [222] y que por 

tanto estos clones específicos son los más susceptibles a desaparecer, la redistribución o 

expansión periférica no permitirían la recuperación de estos clones y limitaría el repertorio 

de células T a las células memoria que hayan sobrevivido a la infección, reduciendo la 

capacidad para responder a nuevos antígenos [223-225]. Sin embargo, la producción tímica 

de nuevos linfocitos T sí permitiría recuperar el repertorio de especificidades incluyendo 

las células específicas frente al VIH. 

Por tanto, el deterioro en la población de linfocitos T CD4+ no sería debido 

únicamente al efecto directo del VIH destruyendo dichas células, sino también a otros 

efectos indirectos que conducen a una inadecuada recuperación de las células perdidas por 

la infección. El VIH ha demostrado ser capaz de infectar y destruir timocitos [254] que 

unido a la involución tímica 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 sería principalmente por fenómenos de redistribución y expansión periférica 

[281]. Esto explicaría 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 

antígenos de recuerdo en comparación con individuos no infectados [282]. Se ha 

comprobado además, que los valores de células CD4 previos al inicio del tratamiento 

determinan la recuperación de las respuestas inmunológicas [220, 283] y que cuanto antes 

se instaura la TAR, más probabilidad existe de conservar respuestas VIH-específicas [284-

286]. De esta manera, los pacientes que presentaban previamente al tratamiento recuentos 

de CD4 inferiores a 500 células/mm3 no recuperaban respuestas VIH-específicas, mientras 
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que los pacientes con recuentos superiores a 500 células/mm3 tras la TAR conseguían 

recuperar respuestas específicas frente a p24 [283, 287]. Esto confirmaría que un repertorio 

de linfocitos T CD4+ mermado por la infección, 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 recuperación en el recuento de CD4. 

Estos datos hacen pensar que el timo puede jugar un papel clave en la reconstitución 

inmune y en el posible control de la infección 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 reconstitución tímica del sistema inmune. La combinación 

de las terapias antirretrovirales con estrategias dirigidas a revertir la involución tímica 

asociada a la edad o a estimular la timopoiesis, o incluso el transplante de tejido tímico, 

podrían ser la mejor vía par conseguir la reconstitución inmune. 

Por todo ello, el estudio de la función tímica en la infección por el VIH ha adquirido 

un creciente interés en los últimos años. Sin embargo, la mayoría de trabajos han sido 

realizados en adultos infectados y muestran resultados en ocasiones contradictorios que no 

alcanzan a resolver la cuestión del papel que juega la función tímica en la infección. A 

pesar de que el timo haya mostrado seguir siendo funcional a edades de 40-50 años [280, 

288, 289] la producción de nuevos linfocitos T es mínima comparada con la existente en la 

infancia, (unas 50 veces inferior [205]) y no está claro si esta pequeña producción tiene 

alguna repercusión o beneficio en la recuperación de las respuestas inmunes. Es por ello 

que sólo en niños sería posible elucidar la repercusión que tendría una adecuada función 

tímica, y si las estrategias encaminadas a estimular dicha función aportarían o no algún 

beneficio en el tratamiento y control de la infección.  

El timo es capaz de generar durante el periodo fetal todo el repertorio de linfocitos T 

específicos a partir de las células progenitoras provenientes de la médula ósea, lo que 

supone cerca de 108 clones o especificidades distintas. Además, mientras los niños han 

demostrado recuperar rápidamente la población de linfocitos T CD4+ tras recibir 

quimioterapias citotóxicas, esta recuperación es incompleta y mucho más lenta en 

individuos mayores de 20 años [223, 290]. Estos datos indican que el timo en el niño 

tendría la capacidad potencial de regenerar el repertorio de linfocitos T, recuperando 

completamente un sistema inmune que ha demostrado responder eficazmente a la infección 

por el VIH en las primeras etapas de la infección primaria [48-51]. 
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6.1 Función Tímica en la Infección Pediátrica por el VIH. 
 

En primer lugar se determinó como se ve afectada la función tímica por la infección 

por el VIH en niños, ya que existían evidencias de que el VIH podría ejercer un efecto 

inhibitorio sobre dicha función [42, 43, 210, 254]. Los resultados muestran claramente que 

la producción tímica, representada como valores de TRECs, es significativamente inferior 

en niños infectados verticalmente por el VIH que en niños no infectados de la misma edad 

(Artículo 1. Figure 1 (pg 90), Figura 14). Algunos autores asocian los valores inferiores de 

TRECs observados en individuos infectados a un efecto de dilución de TRECs al aumentar 

la expansión periférica [291], e insisten en la importancia de una cuidadosa interpretación 

de los resultados obtenidos por este método [292]. Efectivamente, en individuos infectados 

una expansión periférica de linfocitos T CD8+ memoria o efectores (células que no 

presentan TRECs) por la presencia del virus, produciría una dilución de las células TRECs 

positivas y por tanto una disminución en los valores de TRECs en PBMCs que no 

correspondería a una menor timopoiesis. Sin embargo en niños, en los que la función 

tímica es tan activa, es muy improbable que estas diferencias en la expansión periférica de 

linfocitos T expliquen las grandes diferencias de los valores de TRECs observados entre 

niños sanos e infectados. Se ha demostrado que en presencia de un timo funcional, la 

expansión periférica se ve suprimida [290, 293], por lo que en el niño, la repercusión de la 

expansión periférica en la dinámica de las células T sería mínima. Por otro lado, análisis de 

TRECs realizados en linfocitos T CD4+ purificados, que no se verían afectados por la 

expansión de linfocitos T CD8+, muestran que los niños infectados presentan valores de 

TRECs muy inferiores a niños sanos [294], coincidiendo con nuestros resultados. De Rossi 

et al. demuestran que en niños, 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 proliferación celular 

mediante la cuantificación de un antígeno nuclear denominado Ki67, concluye que los 

valores inferiores de TRECs observados en individuos infectados no son debidos a 

diferencias en la proliferación, si no que reflejan realmente una menor timopoiesis [296]. 

Por último, la gran asociación que aparece en todos nuestros resultados entre los valores de 

TRECs y porcentajes de CD4 son indicativos de que, al menos en niños, los valores de 
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TRECs reflejan el grado de timopoiesis y están directamente relacionados con el 

mantenimiento de la población de linfocitos T CD4+. 

En nuestros resultados se observa que los valores de porcentaje de linfocitos T CD4+ 

también son marcadamente inferiores en niños infectados. Como se observa en la Figura 

15, existe una gran correlación entre los valores de porcentaje de CD4 y los valores de 

TRECs, y nuestros resultados muestran que a lo largo del seguimiento de los niños, las 

variaciones en el porcentaje de CD4 siempre eran concomitantes con las variaciones en los 

valores de TRECs (Artículo 1. Figure 3 (pg 92)). Todo ello indica que los valores de CD4 

en periferia dependen en gran medida de la producción tímica. La población de linfocitos T 

en periferia es mantenida gracias a un equilibrio dinámico entre la timopoiesis y la 

expansión post-tímica 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 

además TREC+  [210]. La atrofia tímica que acontece con la edad va a hacer que la 

aportación tímica disminuya y en compensación que aumente la expansión periférica, que 

en edades avanzadas será la principal responsable de mantener una adecuada población de 

linfocitos T [297, 301, 302]. Es por tanto lógico pensar que la caída de CD4 asociada a la 

infección, se debería a la destrucción de células CD4 por parte del virus y, al menos en 

niños, también se debería en gran medida a la inhibición de la función tímica que impide 

una regeneración adecuada de estas células [303, 304]. Esto podría explicar por qué la 

infección por el VIH en niños, antes de la aparición de la HAART, era más agresiva y de 

curso más rápido que en adultos (0) [10, 74]. De hecho, la disfunción tímica se ha asociado 

con progresión temprana a la enfermedad en niños infectados perinatalmente [305-307] y 

se ha observado que la infección por el VIH produce una depleción de linfocitos con  las 

mismas características que la deficiencia tímica congénita o síndrome de DiGeorge [305]. 

Por el contrario, el porcentaje de linfocitos T CD8+ no ha mostrado estar asociado a 

los niveles de TRECs. En la infección 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 expansión en respuesta a la 

presencia del virus. Por tanto el timo estaría produciendo de forma específica linfocitos T 

CD4+ con el fin de repoblar las células perdidas, mientras que los valores de linfocitos 
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CD8 dependerían por el contrario de los fenómenos de expansión periférica y activación de 

la respuesta CTL, como se ha apuntado en otros estudios realizados en adultos [308]. 

Existen evidencias de que la infección por el VIH es capaz de inhibir la función 

tímica, que explicarían los valores inferiores de TRECs observados en niños infectados. 

Diversos estudios clínicos han mostrado que el timo de niños y adultos infectados por el 

VIH sufre cambios morfológicos anormales que incluyen depleción de timocitos y una 

involución avanzada [281, 309-312]. Además, la infección por SIV en macacos reshus, ha 

mostrado producir alteraciones similares en la función tímica [313, 314]. Estudios 

realizados en cultivos de tejido tímico, en modelos de cultivo de órgano tímico y ratones 

SCID-hu han mostrado que los timocitos en casi todos los estados de maduración son 

susceptibles de ser infectados por el VIH [254, 315-319]. Por último, se ha comprobado 

que la infección por VIH produce un incremento de los infiltrados de células CTL en el 

espacio perivascular y una mayor desaparición de áreas con timopoiesis activa, casi 

idéntica  a la observada durante la atrofia tímica o en pacientes con miastenia gravis [299]. 

Estas evidencias apoyan la inhibición de función tímica que se extrae de nuestros 

resultados, que además ha sido confirmada por diversos estudios tanto en niños [294, 300, 

305, 307] como en adultos [296, 308, 320-324] en los que se observan niveles inferiores de 

TRECs asociados a la infección. 

Es interesante observar cómo en los 3 primeros meses de vida, los valores de TRECs 

en niños infectados son idénticos a niños sanos (Artículo 1. Figure 1 (pg 90)). Esto podría 

deberse a que en el 70 % de los casos, la transmisión 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 infección se vea reflejado en la función tímica. Trabajos recientes han 

confirmado que los niños que son infectados en el momento del parto, desarrollan los 

síntomas de la infección por el VIH más tarde que aquellos que adquieren la infección 

durante la gestación en el útero [325]. 

Una prueba más de la importancia del timo en niños infectados es el hecho de que los 

niños definidos como asintomáticos a largo plazo (LTA) son precisamente los que 

presentan unos valores de TRECs similares a niños no infectados (Artículo 2. Figure 1a 

(pg 99)) que podrían permitir una adecuada repoblación de linfocitos T que permite un 

control más eficaz de la infección evitando la progresión de la enfermedad. Estos niños 

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 años, que puede estar 
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permitiendo que el timo no sufra la inhibición por parte del VIH y que por tanto conserve 

su funcionalidad. Además, los resultados presentados en esta Memoria muestran que los 

niños LTA conservan las respuestas proliferativas frente a aloantígenos, presentan bajos 

valores de activación, y en general se puede decir que conserva un sistema inmune similar 

al de niños no infectados. Por el contrario, los niños definidos como progresores rápidos 

(RP) tienen una función tímica deficiente, como reflejan sus valores dramáticamente 

inferiores de TRECs, que podría ser responsable de su progresión más rápida a la 

enfermedad, de los bajos valores de linfocitos T CD4+ vírgenes y de las alteraciones 

inmunológicas que se reflejan en los resultados mostrados en esta Memoria (Artículo 2 

(pg 94)). Estos hechos son corroborados por varios estudios que confirman que la 

progresión rápida de la enfermedad en niños VIH+ se asocia con una involución temprana 

del timo a causa de la infección [307, 326]. 

Tras comprobar que la función tímica es clave en niños infectados por el VIH, y que 

de ella depende en gran parte la progresión a la enfermedad y la conservación de un 

adecuado sistema inmunológico, cabría pensar que la distinta progresión observada con 

cepas virales distintas podría deberse al grado de afectación tímica que producen dichas 

cepas. 

Tanto en adultos como en niños, la aparición de cepas X4 o SI se asocia con una 

mayor progresión a la enfermedad  y con una mayor depleción de linfocitos T CD4+ [150, 

255-257, 327-330]. Los resultados presentados muestran efectivamente, que los niños que 

presentaban cepas X4 presentan valores de linfocitos T CD4+ muy inferiores a los de cepas 

R5, y los valores de TRECs, que correlacionan significativamente con las células CD4, 

también son muy inferiores en presencia de virus X4 (Artículo 3. Figure 1a (pg 105)). 

Esto hace indicar que las cepas X4 presentan un mayor efecto inhibitorio de la función 

tímica que sería responsable de los valores inferiores de linfocitos CD4 observados, y que 

dada la importancia ya mencionada del timo en la progresión de la enfermedad, podría ser 

también responsable de la mayor progresión asociada a la aparición 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 R5 produce una marcada disminución de 

los valores de TRECs (Artículo 3. Figure 1b (pg 105)).  

Cabe la posibilidad de que la correlación 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 R5 han 
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mostrado ser predominantes en las fases tempranas de la infección y las X4 en fases más 

avanzadas [331, 332], cabe la posibilidad de que las muestras con cepas X4 correspondan a 

edades más avanzadas que las muestras R5. Sin embargo, al incluir la edad como 

covariable en el análisis estadístico, los valores de TRECs continúan siendo 

significativamente inferiores en presencia de virus X4 independientemente de la edad. Otra 

posibilidad es que las cepas X4, presenten una cinética de replicación más alta y rápida 

[29, 30] y que por tanto la presencia de estas cepas conlleve una mayor carga viral, que se 

asociaría con una mayor inhibición tímica simplemente por existir una mayor cantidad de 

virus. Sin embargo, los resultados presentados muestran que no existen diferencias en los 

valores de TRECs entre niños con cepas de replicación S/L (lenta/baja) y R/H (rápida/alta), 

y que las cargas virales de los niños con cepas X4 y R5 no son significativamente 

diferentes. Por lo tanto, se puede concluir que las cepas X4 producen una mayor inhibición 

tímica que es independiente de la edad y que no está asociada a la cinética de replicación o 

a la viremia asociada a la presencia de estas cepas.  

Estudios recientes han demostrado que las cepas virales X4 y no las cepas R5 tienen 

la capacidad de infectar timocitos, lo cual explicaría y confirmaría los resultados 

presentados en esta Memoria. Zaitseva et al. demuestran que las cepas X4 son capaces de 

infectar timocitos inmaduros, que presentan una alta expresión del correceptor CXCR4, 

afectando la función tímica [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 CCR5 está presente en menos del 5% de timocitos con una expresión 

más 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 CCR5 es casi 

inexistente, y que la infección in vitro de timocitos es mucho más eficiente con cepas 

CXCR-4 o T-trópicas que con cepas CCR5 o M-trópicas [334]. Recientemente, Schmitt et 

al. demuestran que el entorno tímico favorece la replicación de las cepas X4 al modular 

positivamente la expresión de CXCR4 en timocitos maduros CD4+CD8–CD3+. La 

interacción de células tímicas epiteliales con estos timocitos induce un incremento en la 

expresión de CXCR4, mediante la secreción de citocinas entre las que se incluye la IL-7 

[335]. Estudios aparecidos en el año pasado, muestran modelos matemáticos de 

timopoiesis que confirman los resultados presentados en esta Memoria. Mediante estos 

modelos, Ye et al. predicen que la infección tímica mediante cepas distintas del VIH 

inducen diferentes grados de disfunción tímica que contribuyen a la progresión de la 
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enfermedad. Además, observan que la infección tímica en niños es mucho más severa que 

en adultos, especialmente en presencia de cepas X4, dado que el timo es mucho más activo 

en pacientes pediátricos, y que el cambio de cepas R5 a X4 induce mayor deterioro de la 

timopoiesis [300]. Por último, un estudio aparecido en los últimos meses muestra que al 

infectar macacos recién nacidos con un virus quimérico de tipo X4 producía una 

involución tímica severa, mientras que la infección con virus de fenotipo R5 sólo producía 

alteraciones menores en la morfología del timo [336]. 

Por tanto, la alta expresión del co-receptor CXCR-4 en timocitos permite la entrada 

de las cepas X4 del VIH, que se asocia con una mayor infección de timocitos, una mayor 

inhibición de la timopoiesis y una mayor progresión a la enfermedad. Por el contrario, las 

cepas R5 del VIH son menos eficaces infectando timocitos dada la baja expresión del co-

receptor CCR5 en estas células. 
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6.2 Repoblación de Linfocitos T CD4+ tras la Terapia Antirretroviral. 
 

Dado el efecto inhibitorio mencionado del VIH sobre la función tímica, cabe esperar 

que una disminución drástica de la viremia conduzca a una recuperación de la función 

tímica, y que esta recuperación sea especialmente patente en niños, los cuales conservan 

intacta su capacidad timopoiética. Los resultados presentados en esta Memoria confirman 

de forma patente esta hipótesis, ya que la instauración de terapias antirretrovirales, 

especialmente la HAART, producen una marcada caída de la viremia que se ve seguida por 

una recuperación drástica en el porcentaje de linfocitos T CD4+. Este aumento de CD4 es 

concomitante con un aumento igualmente marcado en los valores de TRECs (Artículo 4. 

Figure 1 (pg 108), Artículo 1. Figure 3 (pg 92)). Esta correlación tan estrecha entre 

valores de TRECs y CD4 es indicativa de que la repoblación de linfocitos CD4 en niños 

tras el control de la viremia tiene un origen mayoritariamente tímico, como han confirmado 

otros estudios [295, 337]. Además, otros marcadores de función tímica como el volumen 

tímico, determinado por tomografía computerizada del tórax, 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 recuperación de CD4 [339]. Los 

resultados muestran además que, los niños que tras recibir TAR durante más de 3 años no 

habían conseguido recuperar la población de linfocitos CD4 (Non-Rec), eran precisamente 

aquellos que presentaban niveles significativamente inferiores de TRECs (Artículo 5. 

Figure 2c (pg 118)). Esto confirma que una adecuada timopoiesis es necesaria para 

alcanzar el nivel de repoblación de linfocitos CD4 observado en los niños 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 está demostrado que el posible incremento en la timopoiesis 

sea el responsable de la recuperación de la población CD4, ya que se han observado 

incrementos en linfocitos CD4 vírgenes sin que exista el correspondiente incremento en 

TRECs [342], e incluso se han mostrado incrementos de linfocitos CD4 vírgenes tras la 

terapia HAART en individuos timectomizados [281]. En adultos, el porcentaje de células 

TRECs positivas raramente supera el 5% de los linfocitos T en periferia, lo que refleja una 

escasa timopoiesis que no está claro si es suficiente para recuperar la población CD4, por 
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lo que otros mecanismos distintos a la timopoiesis como la redistribución de linfocitos T o 

expansión periférica serían los principales responsables de la recuperación en los recuentos 

de CD4 [326]. 

En los resultados presentados en esta Memoria se observa una marcada recuperación 

en los valores de CD4 tras la instauración de las terapias antirretrovirales, llegando en 

algunos niños a incrementar desde menos de un 5 % hasta un 50 % en menos de un año 

(Artículo 4. Figure 1 (pg 108)). Además, varios trabajos muestran un marcado incremento 

de linfocitos T CD4+ vírgenes tras terapia HAART en niños [219, 343, 344] que están 

asociados al incremento de TRECs y que alcanzan valores próximos a los observados en 

niños no infectados [343]. Diversos estudios muestran que la repoblación de CD4 tras la 

terapia depende en gran medida de la edad del paciente, coincidiendo en que la 

preservación de la función y masa tímica a edades tempranas sería la responsable de estas 

diferencias con la edad y de la marcada repoblación que alcanzan los niños infectados 

[279, 289, 345-347]. 

Los resultados muestran además, que la HAART se asocian con un mayor 

incremento en TRECs y una mayor recuperación de CD4 que las terapias combinadas 

(Artículo 4. Figure 1 (pg 108)). La mayor disminución de CV alcanzada con HAART 

sería la explicación lógica a estas diferencias, pero la distinta accesibilidad de los 

diferentes fármacos a los tejidos también podría influir. Ye et al. muestran que la eficacia 

de los fármacos inhibiendo la replicación viral dentro del timo determina en gran medida la 

recuperación de TRECs, sobretodo en niños con cepas de tipo X4. Mediante un modelo 

matemático, muestran que los inhibidores de la RT son poco eficaces recuperando la 

función tímica, mientras que los IP serían capaces de entrar en el timo y controlar la 

replicación 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 disminución de la CV debido a los TAR sería un requisito 

indispensable para que el timo pueda recuperar su función timopoiética y repoblar la 

población de linfocitos T CD4+. 



  Discusión 
 

 140

6.3 Implicación de la Interleucina -7 en la Homeostasis de Linfocitos T 
CD4+. 
 

Los resultados mencionados muestran que tras la supresión de la CV el timo aumenta 

su actividad timopoiética recuperando la población de linfocitos T CD4+ hasta alcanzar 

valores similares a niños no infectados. Este hecho indica que podría existir un mecanismo 

de homeostasis que responde a la depleción de CD4 que acontece con la infección con un 

incremento en la producción de dichas células para repoblar y mantener los niveles 

adecuados de dicha población. Este mecanismo homeostático estaría regulado por la 

producción de factores que estimulen la diferenciación, supervivencia y/o expansión de las 

células T, como ha sido descrito para otros grupos hematopoiéticos [349, 350]. Se piensa 

que un mecanismo homeostático similar podría conectar los órganos linfoides periféricos 

con la médula ósea 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 diferenciación  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 población de linfocitos 

T [351, 352], y que mejora la reconstitución inmune en ratones myeloablated [353, 354]. 

Por otro lado, se ha observado que los pacientes VIH+ presentan valores plasmáticos de 

IL-7 elevados que además 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 

homeostática a la depleción de linfocitos T CD4+ causada por la infección [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 repoblación de linfocitos T. El efecto 

inhibitorio del VIH sobre el timo, y sobre todo, la involución tímica 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 recuperación de linfocitos T CD4+ vírgenes y 

los valores de IL-7 permanecen elevados [263]. Los datos presentados en esta Memoria 

muestran sin embargo, que en niños el timo sí seria capaz de responder a estos altos niveles 

de IL-7 y se observa una asociación entre el incremento de TRECs y los valores 

plasmáticos de IL-7. 
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Coincidiendo con otros estudios realizados en adultos [260-263], los resultados 

muestran una correlación inversa entre el porcentaje de CD4 y los valores de IL-7. En los 5 

niños analizados, cuando el porcentaje de CD4 estaba por debajo del 5-10% la IL-7 sufría 

un marcado incremento, muy por encima de los valores observados en niños no infectados. 

Sin embargo, los niños definidos como asintomáticos (LTA), cuyos porcentajes de CD4 

eran próximos al 30% presentaban valores plasmáticos de IL-7 similares a los de niños no 

infectados. No se observó sin embargo, correlación alguna entre IL-7 y el porcentaje de 

linfocitos T CD8+. Esto indica que el incremento de IL-7 podría ser la respuesta 

homeostática que se desencadena tras la caída de CD4. Como proponen Napolitano et al. la 

caída de linfocitos T en circulación induciría a las células dendríticas presentes en los 

órganos linfoides secundarios a producir IL-7, la cual, estimularía la producción 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 CD8, y en la expansión de los timocitos seleccionados 

positivamente [260]. 

Mientras la CV se mantenía elevada, los valores de IL-7 se mantuvieron elevados y 

no se observó ningún 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 podría 

estar favoreciendo la infección de timocitos por el VIH [258]. Estudios realizados in vitro, 

indican que la IL-7 aumenta la expresión de CXCR4 en timocitos CD4+ [335] y en 

PBMCs [262], lo que podría aumentar la susceptibilidad de los linfocitos T frente a cepas 

X4 del VIH. Sin embargo, al disminuir de forma drástica la CV a consecuencia de los 

TAR, se observa un marcado incremento de TRECs acompañado del incremento en el 

porcentaje de CD4, e interesantemente, se observa como tras la normalización de los 

valores de CD4, la IL-7 disminuye drásticamente volviendo a sus niveles basales. Este 

hecho apoya la implicación de la IL-7 en la homeostasis de linfocitos T, ya que al 

normalizarse los valores de CD4, por un posible mecanismo de retroalimentación negativo 

se dejaría de activar la producción de IL-7, disminuyendo sus valores plasmáticos. Este 

hecho coincide con otras situaciones en las que se da linfopenia (síndrome 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 infección, y sería la depleción de CD4 la principal responsable de este incremento, 

como ya han apuntado otros autores [260]. 

Por otro lado, el incremento de TRECs observado podría deberse directamente al 

efecto ya comentado de la IL-7 estimulando la timopoiesis. Datos recientes demuestran 

que la administración exógena de IL-7 tanto in vitro como in vivo, incrementa los valores 

de TRECs en timo fetal e infantil [356]. Además del efecto directo sobre el timo, la IL-7 

también incrementa la regeneración extra-tímica de linfocitos T [355, 357], y ha mostrado 

jugar un papel clave en la supervivencia de linfocitos T vírgenes, especialmente de los 

linfocitos T CD4+ vírgenes [358]. También se ha descrito recientemente que la IL-7 

promueve la generación y aumenta la supervivencia de linfocitos T CD4+ memoria [359, 

360]. 

Estos datos apoyan la hipótesis de que la IL-7 sea la principal responsable de la 

repoblación de linfocitos T CD4+ observada. El incremento de IL-7 estaría induciendo al 

timo a incrementar  la producción de linfocitos T, que al desaparecer la inhibición tímica 

con la caída de la carga viral, incrementaría la timopoiesis que se reflejaría como un 

aumento de TRECs, y conduciría al marcado incremento de linfocitos T CD4+. Una vez 

alcanzados niveles adecuados de CD4, los mecanismos de homeostasis harían 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 administración de IL-7 en niños con bajos recuentos de CD4 con el fin de 

estimular la repoblación tímica de estas células. Existe controversia sobre los posibles 

efectos perjudiciales de la IL-7. Se ha descrito que la IL-7 podría acelerar la progresión de 

la infección [260], y aumentar la susceptibilidad al VIH de linfocitos T vírgenes [361]. 

Pero también hay datos de que en macacos la administración de IL-7 estimula la 

producción tímica y la expansión periférica de linfocitos T sin incrementar la replicación 

del virus [362] y que en ratones incrementa la supervivencia de timocitos sin acelerar la 

infección por VIH [363]. Estos datos, así como la ausencia de efectos beneficiosos en 

adultos, hacen necesario más estudios para determinar el beneficio o prejuicio de esta 

terapia en adultos o en individuos con CV elevada. 
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6.4 Recuperación de Respuestas Inmunológicas tras la Reconstitución 
Inmune. 
 

El origen tímico de la repoblación de linfocitos T CD4+ podría permitir una 

recuperación en el repertorio de especificidades que conduciría a una recuperación de 

respuestas específicas frente a patógenos oportunistas y también frente al VIH. De hecho, 

se ha visto que el incremento en la población CD4 permite  recuperar algunas respuestas 

inmunes frente a patógenos oportunistas [217, 272, 273] disminuyendo la incidencia de 

infecciones oportunistas [269, 274, 275]. Con el fin de caracterizar estas respuestas en 

niños y su asociación con la repoblación tímica se analizó la capacidad de proliferación y 

la producción de citocinas en respuesta a distintos mitógenos y antígenos de recuerdo en 

PBMCs. 

La pérdida de respuestas proliferativas de los linfocitos T CD4+ a antígenos de 

recuerdo como el TT, es una de las primeras manifestaciones que aparecen en la infección 

por VIH. A continuación, aparecen alteraciones en la respuesta proliferativa frente a 

aloantígenos, y con el continuo declive de los linfocitos T CD4+ se pierden también las 

respuestas a mitógenos como PHA o PWM [87]. Los resultados muestran que los niños 

definidos como LTA, conservaban las respuestas proliferativas frente a aloantígenos, pero 

las respuestas frente a antígenos de recuerdo estaban disminuidas con respecto a los 

controles no infectados. Esto podría ser indicativo de que los niños definidos como LTA 

estarían estabilizados en las primeras etapas de la infección, al no haber perdido todavía las 

respuestas a aloantígenos. Sin embargo, los niños definidos como RP muestran una baja 

capacidad proliferativa tanto a antígenos de recuerdo como a aloantígenos, que podría estar 

asociada a los altos valores de linfocitos T CD4+ memoria y activados con un alto grado de 

diferenciación y baja capacidad proliferativa [364]. En los niños LTA, los valores de 

linfocitos T CD4+ vírgenes, memoria y de células activadas fueron similares a los 

observados en controles, lo cual podría explicar la similar respuesta proliferativa en 

comparación con los controles no infectados. Se observa además que, cuando la terapia 

antirretroviral es efectiva, las respuestas proliferativas frente a mitógenos volvieron a 

valores normales (Artículo 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 niños [344]. La baja respuesta proliferativa observada en los niños que no 

habían respondido a la terapia (Non-Rec), podría ser igualmente debida a la mayor 
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proporción de linfocitos T memoria y activados. Un reciente estudio muestra que los niños 

Non-Rec, presentan una mayor expansión de linfocitos T CD4+ (determinada por la 

expresión de Ki67), así como una mayor activación inmune y una reducción de los valores 

de TRECs [367]. De gran interés es que los niños que responden a la terapia (Rec), al igual 

que los LTA no recuperan respuestas proliferativas frente a antígenos de recuerdo, que 

podría deberse a la pérdida temprana e irreversible de estas respuestas en las primeras 

etapas de la infección. 

En cuanto a la producción de citocinas, se ha observado que los linfocitos T 

colaboradores de tipo Th1 producen grandes cantidades de IFN-γ, IL-2 y TNF-α [368], y 

estas respuestas de tipo Th1 están especialmente disminuidas en el curso de la infección 

por el VIH [369, 370]. Esto explicaría los bajos valores de IFN-γ y TNF-α observados en 

los niños definidos como RP y tanto en los que respondieron a la terapia (Rec) como los 

que no respondieron (Non-Rec), reflejando una función alterada de los linfocitos T CD4+ 

[370]. Mientras que los niños definidos como LTA, que como se ha comentado estarían 

estabilizados en las primeras fases de la infección, presentaron valores de IFN-γ y TNF-α 

muy superiores. 

 El timo podría estar desempeñando un papel clave en la preservación de estos 

parámetros inmunológicos. Los resultados muestran que tanto los niños que responden a la 

terapia como los definidos como LTA, presentan altos valores de TRECs próximos a los 

observados en controles no infectados. La mayor timopoiesis en estos niños estaría 

recuperando la población de linfocitos T CD4+ vírgenes [219, 343, 344] que permitiría 

preservar distintos parámetros inmunológicos. Sin embargo, tanto los niños que no 

responden a la terapia (Non-Rec) como los definidos como RP, presentan valores muy 

inferiores de TRECs. La ausencia de generación de nuevos linfocitos T por la inhibición 

tímica secundaria a la infección [254], así como el continuo estímulo antigénico del VIH 

en estos niños, estaría favoreciendo la caída de linfocitos T vírgenes y la diferenciación de 

los linfocitos T a células memoria y activadas que han mostrado tener una capacidad 

proliferativa disminuida [364]. 

El análisis de las respuestas proliferativas frente a antígenos del VIH (p24) realizado 

en PBMCs, mostró que no existían diferencias entre niños LTA y RP. Diversos estudios 

han mostrado que la proliferación frente al VIH se encuentra disminuida desde el inicio de 

la infección [87, 371-374], lo que explicaría que incluso en los LTA sean bajas y similares 

a las de niños RP.  
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Los ensayos de respuestas proliferativas han sido frecuentemente utilizados para 

estudiar respuestas específicas, y se ha asociado la detección de repuestas proliferativas 

específicas con la inmunidad protectiva frente a infecciones virales [183, 286]. Sin 

embargo, esta metodología no permitía determinar de forma precisa la frecuencia de 

linfocitos T CD4+ VIH-específicos. Además del importante papel que juegan los linfocitos 

T CD8+ en la respuesta antiviral, se ha demostrado tanto en ratones como humanos el 

papel crítico de los linfocitos T CD4+ específicos frente al virus y su asociación con la 

respuesta protectora antiviral [179, 183, 286, 375-380], pero también se ha observado que 

en la infección por el VIH las respuestas CD4 VIH-específicas se ven alteradas desde el 

inicio de la infección y disminuyen incluso antes de que se de la caída en los valores de 

linfocitos T CD4+ [87, 371-374]. Por todo ello, se realizó un análisis mediante citometría 

de flujo de la frecuencia de linfocitos T CD4+ VIH-específicos en base a su capacidad de 

secretar IFN-γ e IL-2 en respuesta a la estimulación antigénica con la proteína p55 gag del 

VIH. 

El análisis mediante citometría mostró 3 tipos de linfocitos T CD4+ VIH-específicos: 

células que secretaban IL-2, células que secretaban IFN-γ 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 proporción va a 

variar con la progresión de la enfermedad y el estado inmunológico del paciente. Harari et 

al. [264] mostraban que al analizar las respuestas específicas frente a CMV en adultos 

infectados LTNP, progresores, e individuos VIH negativos, la mayoría de las linfocitos T 

CD4+ secretores de IFN-γ y las secretoras de ambas citocinas (IL-2+/ IFN-γ+) eran células 

memoria CCR7–, que correspondería a células memoria con función efectora. Sin embargo, 

las células secretoras de IL-2 eran células CCR7+ que correspondería con células de 

memoria central. También observaron que en individuos LTNP los linfocitos T CD4+ 

VIH-específicos estaban igualmente distribuidas entre las 3 poblaciones, al igual que 

ocurría con los linfocitos T CD4+ CMV-específicas 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-γ+ estaban prácticamente ausentes lo que representaba 

una acumulación de células de tipo efectoras (IFN-γ+). En estos individuos progresores, el 

control de la viremia mediante la terapia antirretroviral hacia disminuir los valores de 

células IFN-γ+ y recuperar ligeramente los de células IL-2+, presentando un patrón similar 

al de LTNP [264].  
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El estudio realizado en niños infectados, muestra 3 patrones distintos de linfocitos T 

CD4+ VIH-específicos. En un grupo de niños existe un predominio de células IFN-γ+ 

semejante al observado en adultos progresores, otros 9 niños presentaban los 3 tipos de 

células semejante a adultos LTNP y 10 de los niños presentaban un patrón de predominio 

de células IL-2+ que nunca se había descrito en adultos infectados. A pesar de las 

similitudes en el patrón de producción de citocinas, la cantidad de linfocitos T CD4+ VIH-

específicos fue muy superior en niños con respecto a la de adultos. Harari et al. [264] 

muestran un valor medio de células IFN-γ+ 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 niños estudiados el porcentaje de células IFN-γ+ alcanzó valores del 

0,90%, siendo el valor medio en el grupo con predominio de IFN-γ+ de 0,48%, comparable 

a los valores obtenidos por Scott et al. en niños [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 niños 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 análisis estadístico muestra que únicamente la CV tiene efecto sobre la frecuencia 

de células específicas, mostrando una correlación positiva con las células IFN-γ+. 

Efectivamente, los niños que presentaban un predominio de IFN-γ+ experimentaban en el 

momento del estudio un pico de CV, y era la CV la única variable que diferenciaba a este 

grupo de niños del resto. Esto sería debido a que el incremento de carga viral induciría la 

diferenciación y expansión de células específicas a adquirir función efectora (que 

presentarían un fenotipo CCR7– e IFN-γ+), con el fin de controlar la replicación del virus, 

como se ha observado en adultos [264]. Se ha comprobado que una exposición transitoria 

al antígeno sería suficiente para desencadenar la proliferación y diferenciación de los 

linfocitos T [382-385]. La diferencia de magnitud entre adultos y niños sería debida a que 

la reserva de células vírgenes presentes en niños como consecuencia de la adecuada 

repoblación tímica, es mucho mayor que la presente en adultos en los que la función tímica 

está muy disminuida. Esta reserva de linfocitos T CD4+ vírgenes podría diferenciarse en 

linfocitos efectores específicas tras el estímulo antigénico provocado por la subida de 

viremia, en un proceso que implicaría la interacción de citocinas específicas [386] como ha 

sido propuesto por Seder y Ahmed [387], generando por tanto una gran cantidad de 

linfocitos efectores VIH-específicos (Figura 21).  
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En la mayoría de estos niños, estos repuntes de CV son finalmente controlados 

debido a la TAR y a la respuesta específica generada por estas células efectoras que se han 

formado, que podrían estar controlando la replicación del virus. Este hecho se ve reflejado 

en el grupo de niños que presentaban las 3 poblaciones de linfocitos T CD4+ específicos. 

Los niños que sufrieron un pico de CV en el último año consiguieron controlar la viremia 

volviendo a ser indetectable en la actualidad, y tras la desaparición del antígeno, las células 

efectoras (IFN-γ+) disminuyeron y se produjo un ligero incremento en la frecuencia de TMC 

(IL-2+), tal y como se ha descrito en adultos tras el TAR [264]. La activación y expansión 

de los linfocitos T viene siempre seguida de una fase de muerte celular en la que la 

mayoría (~ 90%) de las células efectoras son eliminadas. Éste es un mecanismo complejo, 

en el que están implicados múltiples mecanismos que conducen a la apoptosis de las 

células efectoras [388, 389]. Además, se ha observado que los linfocitos T CD4+ se 

vuelven más susceptibles a la muerte celular cuando se convierten en células secretoras de 

IFN-γ+ [390]. Estos datos explican la caída observada de células TME (IFN-γ+) por los 

mecanismos de apoptosis y porque en ausencia del antígeno se pararía la diferenciación de 

nuevas células efectoras. El ligero incremento de células IL-2+ podría explicarse porque en 

presencia del antígeno la población de células vírgenes presentes en el niño podría generar 

estas células de memoria central (TMC) como ha sido propuesto por Seder et al. 

[387](Figura 21). Además de la generación de células TMC a partir de las células vírgenes, 

también podría ocurrir que un pequeño porcentaje de las células TME se diferenciaran en 

TMC como se ha descrito en ratones para linfocitos T CD8+ [391, 392]. El que el aumento 

de células IL-2+ no sea muy marcado podría explicarse por el hecho de que la reserva de 

células vírgenes ha sido agotada en la generación de células efectoras y se requiere un 

tiempo para que el timo recupere las células vírgenes. De hecho los resultados muestran 

una correlación positiva en este grupo entre los valores de TRECs y la frecuencia de 

células IL-2+. La producción por parte del timo de nuevos linfocitos T permitiría recuperar 

la población de linfocitos T vírgenes con un amplio repertorio de especificidades y con una 

capacidad multipotencial de generar células específicas frente a un amplio repertorio de 

antígenos, entre ellos el VIH. Esto explicaría la presencia del tercer grupo de niños con 

predominio de células IL-2+. Tras un año en el que la viremia se ha mantenido controlada y 

por lo tanto no ha sido necesario generar células efectoras, los linfocitos T CD4+ vírgenes 

repobladas por el timo se diferenciarían en células TMC [387] aumentando 

considerablemente la población de células VIH-específicas IL-2+. De hecho los resultados 
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presentados muestran que en este grupo de niños el porcentaje de células IL-2+ se 

correlaciona con la CV media de los últimos 2 años, pero no con la del último año, y que 

los valores más altos de células IL-2+ se obtuvieron en niños que habían sufrido un pico de 

viremia en los 2-3 últimos años, lo que podría representar la necesidad de la presencia del 

Ag para activar la diferenciación de células TMC. En los niños que tuvieron controlada la 

viremia durante largos periodos de tiempo (3-5 años) se observa que aunque la población 

predominante siga siendo la de células IL-2+, la cantidad de estas células ha disminuido. 

Esto se debería a que tras largos periodos sin la presencia del antígeno dejan de generarse 

células específicas, manteniendo únicamente una pequeña población de células TMC, 

capaces de generar una respuesta secundaria si se produce una re-exposición al antígeno. 

Se ha propuesto que la población de células TMC podría diferenciarse en células TME tras la 

re-exposición al antígeno [181, 393, 394], lo que contribuiría a generar la elevada 

población de células IFN-γ+ observada cuando se produce un aumento de viremia (Figura 

21). 

 

Figura 21. Modelo de diferenciación de los linfocitos T CD4+ en la respuesta de tipo Th1. 

Adaptado de Seder y Ahmed [387]. 
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Todo ello sería corroborado por el hecho de que en adultos infectados no se ha 

observado nunca este patrón de predominio de células IL-2+. Se ha descrito que tras la 

terapia antirretroviral hay un ligero incremento de células IL-2+, que podría tener su origen 

en el pequeño porcentaje de células TME que se diferencian TMC, pero a pesar del control de 

la viremia nunca se llegan a recuperar más células IL-2+. La involución del timo en el 

adulto impediría repoblar la población de linfocitos T CD4+ vírgenes impidiendo la 

recuperación del repertorio de especificidades mermado por la infección, por lo que el 

sistema inmunológico sería incapaz de formar nuevas células VIH-específicas para 

mantener la reserva de células memoria frente al VIH. 

Los pocos trabajos que han analizado los linfocitos T CD4+ VIH-específicos en 

niños, concluyen que las células específicas secretoras de IFN-γ están presentes en niños 

VIH+ con una replicación activa del VIH, pero su frecuencia es muy baja en niños con la 

viremia controlada o tras la HAART [381, 395]. Feeney et al. [395] describen que a pesar 

de presentar una marcada respuesta proliferativa específica frente a Gag, la frecuencia de 

células CD4 IFN-γ+ específicas frente a Gag era baja en la mayoría de los niños tratados 

con HAART [395]. A la vista de estos resultados Scott et al. [381] desaconsejan la 

interrupción de la terapia antirretroviral en niños con el fin de preservar la función VIH-

específica de los linfocitos T CD4+. Sin embargo, en ambos estudios no se han analizado 

las células VIH-específicas secretoras de IL-2, y por tanto la población de células TMC que 

es justo la población que se ve afectada en adultos, no es contemplada. Las marcadas 

respuestas proliferativas frente a Gag observadas, corresponderían a las células TMC que 

han demostrado tener una alta capacidad proliferativa [264], y no a las TME. Nuestros 

resultados demuestran que los niños conservan una adecuada capacidad de reconstituir la 

inmunidad VIH-específica, y por tanto apoyan la eficacia potencial de las interrupciones de 

tratamiento supervisadas, la inmunización terapéutica y otras terapias inmunomoduladoras 

en niños. 

Por último, un artículo reciente en el que se describe el patrón de linfocitos T CD4+ 

específicos en tres infecciones que difieren en la exposición al antígeno confirmaría 

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 (infección por VIH), un 

modelo de exposición repetida al Ag con baja CV (infección por CMV), y un modelo de 

aclarado del Ag (infección por tétanos). Es interesante observar que el patrón observado en 

adultos infectados por VIH (persistencia del antígeno) corresponde al observado en el 
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grupo con predominio de células IFN-γ+, donde se daba un pico de viremia. El patrón 

observado en la respuesta frente a CMV (exposición repetida al Ag), corresponde con el 

obtenido en el grupo con los 3 tipos de células específicas, que se daba en niños que habían 

sufrido una re-exposición al VIH en el último año. Por último, el patrón observado en la 

respuesta frente al toxoide tetánico, que correspondería a una situación de aclarado del Ag, 

es idéntico al obtenido en el grupo con predominio de células IL-2+. Este dato es de gran 

interés, porque podría ser la primera demostración de que un sistema inmunológico 

adecuado podría controlar la infección y producir un aclarado del antígeno del VIH.  

Podemos concluir que en niños, donde la función tímica está preservada, el 

mantenimiento de una población adecuada de linfocitos T vírgenes preservaría la 

población de células CD4 VIH-específicas de memoria central. Estas TMC proporcionarían 

una fuente de células CD4 efectoras VIH-específicas capaz de controlar los picos de 

viremia. La capacidad observada en niños de generar linfocitos T CD4+ VIH-específicos 

permitiría un control de la replicación viral y conduciría a un aclarado del Ag similar al 

que acontece para el tétanos en adultos. Este hecho podría ser la explicación a la no 

progresión a la enfermedad durante largos periodos de tiempo observada en algunos niños, 

y a la buena respuesta que están mostrando los niños a las interrupciones de tratamiento, 

manteniendo estabilizadas viremia y linfocitos T CD4+ sin tratamiento antirretroviral 

[397]. 
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1. La infección por VIH en niños 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. 

 

2. En los niños infectados por VIH, el timo juega un papel clave y determina en 

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

 

3. Las distintas cepas virales del VIH tienen un efecto diferencial sobre la función 

tímica. El efecto inhibitorio sobre el timo de las cepas X4 es superior al de 

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

 

4. El tratamiento antirretroviral produce una marcada caída de la viremia que 

conduce a una repoblación por parte del timo de la población de linfocitos T 

CD4+. 

 

5. La Interleucina-7 parece ser la principal molécula implicada en el mecanismo 

de homeostasis de la población CD4. La caída de linfocitos T CD4+ en periferia 

produce un aumento en los valores plasmáticos de IL-7 que parecen estimular la 

producción por parte del timo de nuevos linfocitos T.  

 

6. La reconstitución tímica de los linfocitos T CD4+ se asocia con una 

preservación de distintos parámetros inmunológicos como la respuesta 

proliferativa y producción de citocinas. 

 

7. La adecuada repoblación de linfocitos T vírgenes por parte del timo permitiría 

la generación de linfocitos T CD4+ memoria específicos frente al VIH. El 

mantenimiento de esta población de células específicas contribuiría al control 

de la infección y podría conducir a un aclarado del antígeno VIH. 
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