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Se determind los niveles CD4 y CD8 en nifios VIH positivos del estado Zulia como parametro de
eficacia de tratamientos antirretrovirales. Se estudiaron 50 nifios (1-12 afios) de la Fundacion
Innocens. La subpoblacion linfocitos CD4 y CD8 se determind mediante citometria de flujo y se
suministraron tratamientos antirreotrovirales en tripletas. Los datos se analizaron mediante
programa SPSS Windows, versionl1,0; 2.001, siendo significativo p<0,05. Ningun nifio resulto
inmunosuprimido, mantuvieron elevados los niveles CD4, CD8 y la relacion CD4/CD8, mostrando
gue estaban respondiendo a terapia antirretroviral. Los analisis estadisticos evidenciaron que no
hubo diferencias significativas (p>0,05) entre los niveles CD4, CD8 y CD4/CD8, y la prueba de
Tukey revel6 que los tratamientos que tuvieron diferencias significativas (p<0,05) fueron:
AZT+3TC+Nelfinavi r con 3TC+Nelfinavir+Abacavir y d4T+Lopinavir/Ritonavir+Abacavir. Los
linfocitos CD4 y CD8 demostraron ser un indice para guiar las decisiones sobre el tratamiento
individual y para evaluar si la terapia anti-VIH estan siendo efectivas o no.

Palabras Claves:Linfocitos T CD4 y CD8, nifios VIH positivos, terapia antirretroviral.

Title
Determination of T CD4 and CD8 linphocytes in HIV positive children with

Abstract

This study evaluates the levels of CD4 and CD8 in HIV positive children Zulia state as parameter
of efficiency of antirretroviral treatments. 50 children Innocens Foundat ion ages 1-12 living with
or affected by HIV were studied. The subpopulation CD4 and CD8 linphocytes decided by means
of flow citometry and the antirreotroviral treatments given by triplicate. The analysis information
realized means of the program SPSS Windows, version11,0; 2.001, being significant everything
p<0,05. None child managed to be inmunosuppressed, they met levels of CD4, CD8 y CD4/CD8
high, being demonstrated so they were answering to the therapy antirretroviral. The statistical
analyses demonstrated that were no significant differences (p> 0,05) between the levels of CD4,
CD8 and CD4/CD8, and Tukey's test revealed that only treatments had significantdifferences (p
<0,05) were: AZT+3TC+Nelfinavir with 3TC+Nelfinavir+Abacavir and
d4T+Lopinavir/Ritonavir+Abacavir. The linfocitos CD4 and CD8 demonstrated to be an index to
guide the decisions on the individual treatment and to evaluate if the therapy anti VIH is effective
or not.

Key Word
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Introduccion

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad causada por el virus de
Inmunodeficiencia humana (VIH), caracterizada por una profunda inmunodepresion con
caracteristicas clinicas diversas, entre las que incluyen: infecciones oportunistas, neoplasias,
degeneracion del sistema nervioso central y muerte.

Esta infeccion se ha convertido en una epidemia a nivel mundial que ha resultado ser mucho mas
compleja de lo que se pensaba, tanto en el ambito bioldgico com o social (4, 22).

Actualmente hay en el mundo 42 millones de personas infectadas con el VIH, de las cuales 1,3
millones son nifios. En Venezuela, el impacto del SIDA también ha sido significativo, existen
registros sobre 150.000 casos de personas con VIH. La poblacion bisexual ha ocupado desde



hace siete afios el primer lugar de incidencia, lo que ha generado un incremento en la
transmision del virus en mujeres entre 20y 40 afios y por ende el aumento significativo de casos
de nifios infectados.

Existen hasta la fecha mas de 210 casos, de los cuales el 68% estan infectados porVIH y reciben
tratamiento, el resto son nifios expuestos al virus, es decir, hijos de madre VIH positiva que estan
en periodo de descarte de la enfermedad. Por otra parte, en el Estado Zulia, se han reportado
existen 8.234 casos de personas con VIH, entre los que se encuentran mas de 80 nifios
infectados, de los cuales 65 nifios se hallan bajo control y tratamiento con antirretrovirales (2,21).

La infeccién primaria se manifiesta cuando los viriones presentes en la sangre, el semen u otros
liguidos corporales de un individuo infectado, entran en los linfocitos mediante fenémenos de
fusién mediados por receptores celulares gp120 y gp4l. Dependiendo del sitio de la exposicién
inicial al virus, las primeras c élulas infectadas pueden ser las células que expresan CD4, entre
ellas las células T colaboradoras y macrofagos (13, 14, 19).

El curso de la enfermedad por el VIH puede evaluarse a través del recuento de virusy T CD4+
en el paciente (19). EL conteo de linfocitos CD4 positivos es uno de los pardmetros mas
importantes en los que se basan las decisiones terapéuticas para pacientes infectados por el
VIH.

En la historia natural de la enfermedad se aceptan tres puntos de corte, que son clinicamente
relevantes: a) contajes por debajo de 500 células/ml es indicativo para iniciar tratamiento con
zidovudina; b) contajes por debajo de las 200 células/ml aumenta el riesgo de tener neumonia
por Pneumocistis carinnii y, por tanto, se recomienda iniciar profilaxis primaria con trimetoprim -
sulfametoxasol; y, c)carinnii y, por tanto, se recomienda iniciar profilaxis primaria con trimetoprim-
sulfametoxasol; y, c)cuentas menores de 100 células/ml se encuentran en personas con
infeccidn por Micobacterium avium-intracellulare, por lo que también se ha recomendado
profilaxis contra este patdgeno.avium-intracellulare, por lo que también se ha recomendado
profilaxis contra este patégeno.

Ademas, a partir de 1993 la definicién epidemioldgica de caso de SIDA utilizada por los
Centrospara el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, incluye a
personasinfectadas por VIH con cuentas de células CD4 inferiores a 200cel/ml (7, 9).

El tratamiento en el nifio, es dificil por la no disponibilidad de presentaciones pediatricas en todas
las drogas antiretrovirales, muchas veces, el sabor y la preparacion es una limitante, aunque se
siguen utilizando para éste las presentaciones de adulto. En un intento para poder garantizar
adherencia en el paciente pediatrico y disminuir los costos del tratamiento antiretroviral, se ide6
un sistema de suministro, donde segun el peso del paciente se calcula la dosis y se le suministra
la droga, del esquema asignado cada mes, lograndose un ahorro sustancial en el presupuesto y
unaadecuada adherencia al tratamiento (1, 15, 23, 24).

La presente investigacion proporciona una visién mas completa de la realidad epidemioldgica del
VIH en nifios de la region. Su objetivo principal es determinar los niveles de linfocitos T CD4 y
CD8 en pacientes pediatricos VIH positivos como parametro de eficacia de tratamientos
antirretrovirales.

Metodologia

1. Poblacién de estudio y criterios de seleccion. Durante un periodo de tres afios 2001 -
2003, se seleccionaron 50 pacientes pediatricos con infeccién por VIH de la Fundacion
Innocens,Maracaibo-Venezuela en edades comprendidas de 1 a 12 afios. Esta investigacion
incluy6 niflos de todas las razas, sin distincion de sexo, y con tratamiento antirretroviral.

A todos los pacientes se les efectu 6 una Historia Clinica, realizada por médicos especialistas en
el area con datos especificos y completos.Los padres o tutores legales de todos los pacientes
pediatricos dieron su consentimiento informadopor escrito segun las Normas del Cédigo de
Bioética y Bioseguridad, Capitulos 2y 3 (3).

Para participar en la investigacion, los nifios recibieron como beneficio la realizacion de todo el
estudio clinico y de laboratorio sin costo alguno.

2. Toma de muestray recuento de linfocitos T CD4 y CD8. A cada paciente se le tomo6



una muestra de aproximadamente 5cc de sangre venosa en tubos Vacutainer con EDTA. La
muestra se utiliz6 para la determinacién de la subpoblacién de linfocitos T CD4 y CD8 mediante
citometria de flujo.

El recuento de los linfocitos T CD4 y CD8 (en combinacion con la carga viral) es un fiel indicador
del estado del paciente. El recuento de los linfocitos CD4 y CD8 se hizo directamente de una
muestra de sangre usando un Citdmeto de Flujo FACS MANTAGE. Para ello se utilizé Anticuerpo
monoclonal de rata Anti CD4 (L-3T4) casa comercial BD Biosciences Phar Migen Technical y
Anti-CD8 (Ly-2) Phar Migen Technical, los cuales fueron conjugados con R-Phycoerytrin (R-PE).

Esto permiti6 distinguir estas células de las dem &s en la muestra y contarlas mientras pasaron
por el detector del citometro. Para el analisis de la citometria de flujo se utilizo el paquete
Software de computadora WinMDI 2.8.

3. Tratamientos suministrados. Los tratamientos antirretrovirales suministrados a los

nifios fueron indicados por M édicos Pediatras especialistas en el area. Esta terapia consistio de
tripletas de medicamentos que incluyeron dos inhibidores de transcriptasa inversa y un inhibidor
de proteasa (Tabla 1).

Tabla 1. - Tratamientos antirretrovirales empleados en los pacientes pediatricos

Inhibidores de Inhibidores de Inhibidores de Proteasa
Transcriptasa Inversa Transcriptasa Inversa No
Analogos a Nucleésidos | Analogos a Nucledsidos
Zidovudina (AZT)
Stavudina (dT4) Neviparine Nelfinavir
Lamivudina (3TC) Lopinavir/Ritonavir(Kaletra)
lAbacavir (Ziagen)

4. Anélisis estadistico. Los resultados se analizaron a través del programa SPSS Windows,
version 11.0, 2.001, y se presentaron en forma de tabla de Distribucién de Frecuencia. Estos se
examinaron a través del Analisis de Varianza (ANOVA), determin &ndose los diferentes grupos
con el Post-andlisis de Tukey. La relacion de las variables obtenidas en las determinaciones de
cada poblacioén, se estudiaron em pleando el test de correlacion de Pearson.

Se tom6 como indice de confianza el 95%, considerandose como significativo todo valor de
probabilidad menor a 0,05 (p<0,05).

Resultados y Discusion

A los pacientes estudiados se les evalu6 los niveles de linfocitos T CD4 y CD8; con el fin de
predecir la progresion clinica de la infeccién y corroborar su valor como parametro para medir la
eficacia de los tratamientos antirretrovirales. Muchos investigadores y mas recientemente Chinen
y Shearer en el 2.002 (6), han reportado que el contaje de linfocitos T CD4 y CD8 es de gran
valor prondstico de la progresion de la enfermedad en nifios VIH positivos.

En este estudio se pudo observar que la terapia antirretroviral estaba ejerciendo buen
efecto,debido que a medida que se hacia el seguimiento de los niveles de linfocitos a través de
los afios, los niflos respondian bien al tratamiento aumentando los niveles de CD4 y CD8 (Tabla
2), resultados semejantes fueron reportados por Paul y Col, 2.001 (20) y por Vigan y Col, 2.001
(25).

Con esto se evidencié que el sistema inmunitario de los nifios aun tenia la capacidad de controlar
el VIH, pudiendo asi evitar enfermedades oportunistas relacionadas con el mismo.Los niveles de
CD4 de los nifios VIH positivos para que sean inmunocompetentes deben estar dentro de los
siguientes rangos (Tabla 3):

Tabla 2. - Niveles de linfocitos CD4 y CD8 en los tres afios de estudios
con respecto ala edad de los nifios

Afio 2001
Edad (Afos) CD4 (cel/ml) CD8 (cel/ml) CD4/CD8
.1-6 936 + 662 1.216 + 918 0,86 +0,4
7-12 560 + 397 976 £ 641 0,62 £0,3
Ao 2002
1-6 1.244 +1.320 1.723 +£1.608 1,01 +1,4




7-12 | 852 + 751 |  1.183+779 lo,76 +0,4
Afio 2003
1-6 1.301 +1.231 1.571 +1.381 0,85 +
0,33
7-12 874 + 501 1.183 + 401 0,69 +
0,34

Los niveles de CD4 de los nifios VIH positivos para que sean inmunocompetentes deben estar
dentro de los siguientes rangos (Tabla 3):

Tabla 3. - Valores de CD4 de los nifios VIH positivos

inmunocompetentes
Edad (Afos) CD4 Absoluto (cel/ml)
1-6 >1.000-1.499
7-12 >500-999

Ningn nifio lleg6 a estar inmunosuprimido, es decir que no alcanzaron niveles de CD4 por
debajo de 500 cel/ml 'y 200 cel/ml para nifios de 1-6 afios y 7-12 afios, respectivamente. Por el
contrario, se observo que los nifios se mantenian con niveles de CD4 elevados (Tabla 2),
considerandose inmunocompetentes (Tabla 3).

También se mantuvieron elevadas los niveles de CD8 y la relacién CD4/CD8 tanto en nifios de 1
a 6 afios como de 7-12 afos. Sin embargo, se detecté en nifios de menores edades que los
niveles de CD4 y CD8 eran bajos e iban elevandose en nifios de edades mayores (Tabla 2).
Semejante a lo reportado por Matija, 2.003 (16) y Chiappini y Col, 2.003 (5), quienes indicaron
que esto se debe a que los nifios de menores edades son particularmente susceptibles a los
efectos del virus, ya que su sistema inmunitario no se ha desarrollado completamente en el
momento de la infeccion primaria, mostrando asi un mal prondéstico en los primeros afios de vida
con un indice bajo de linfocitosT CD4 y CD8 y de rapido progreso de la enfermedad.

Todo ello se corrobor6 al realizar el analisis de correlacién con los niveles de CD4, CD8 y
CD4/CD8, los cuales mostraron correlaciones no significativas (P>0,05). Esta diferencia se
puede deber a la descrita anteriormente por Matija, 2.003 (16) y Chiappini y Col, 2.003 (5), es
decir a la inmadurez del sistema inmunitario de los nifios, pero también a la gran heterogeneidad
de los valores de CD4 y CD8 en los rangos de edad de los pacientes pediatricos estudiados.Es
importante resaltar que el sistema inmunitario de los nifios todavia esta en desarrollo, por lo que
ellos tienen una respuesta diferente a la infeccién por el VIH. El recuento de células T es mas
alto que en los adultos, responden en forma diferente a los medicamentos anti VIH y no siempre
se sabecual es la dosis correcta. Segun Giba en el 2.001 (10) y Haas y Col en el 2.003 (11), la
dosis de los nifios se basa en la superficie corporal. Ademas, existen varios factores que pueden
afectar los niveles de medicamentos en los nifios, por lo que se hace necesario ajustar las dosis
de los antirretrovirales varias veces a medida que el nifio crece.

La terapia antirretroviral en nifios VIH positivos es complicado, ya que no todos los
medicamentos anti VIH estan aprobados para su uso en ellos y porque no siempre se conocen
las dosis correctas.

Quizas los nifios tengan dificultades para tolerar los medicamentos y para tomar las dosis en el
horario correspondiente. Sin embargo, debido a que el sistema inmunitario de los nifios esta en
desarrollo, quizas tengan mas posibilidades de recuperarse completamente del dafio causado
por el VIH (1, 12).

En esta investigacion se observé que el mas efectivo de las tripletas de antirretrovirales
medicados en los nifios fue el T125=AZT+3TC+Nelfinavir, seguido por el
T346=D4T+Neviparina+Lopinavir/Ritonavir, debido a que estos tratamientos fueron lo que
mantuvieron elevados en mayor proporcion los niveles de CD4 en los pacientes pediatricos,
mientras que los tratamientos menos efectivos fueron el T257=3TC+Nelfinavir+Abacavir y el
T367=d4T+Lopinavir/Ritonavir+ Abacavir, ya que se asociaron a niveles de linfocitos T CD4
bajos, es decir no ejercian efectos favorables en el nifio. En tal sentido, es relevante destacar
gue en estos Ultimos al compararlos con los mejores tripletes de tratamientos utilizados, sélo se
cambid un anélogo de nucledsido inhibidor de transcriptasa inversa (TI) por otro como el
Abacavir.



El Abacavir conocido con el nombre comercial de Ziagen, es un inhibidor de la transcriptasa
inversa analogos de los nucle6sidos (NRTI), el cual ha sido aprobado y estudiado en
combinacién con otros antirretrovirales. Para los nifios el Abacavir existe en forma de jarabe y
con la dosis recomendada se ha producido un aumento medio de méas de 100 CD4 en pacientes
que no habian recibido tratamiento previo. Sin embargo, en pacientes con experiencia previa con
tratamientos antirretrovirales los resultados no son tan buenos: los pacientes tratados con AZT o
AZT + 3TC no obtenian aumentos importantes de CD4 y CD8 y mucho menos al agregarle
Abacavir.

Por otra parte, en un estudio realizado por Chiappini y Col, 2.003, en adultos sin tratamiento
previo, el analisis interno a las 16 semanas demostrd que la combinacion de tres NRTI
(Abacavir+3TC+AZT) era superior a la combinacion de dos NRTI m as un inhibidor de proteasa.
Este Ultimo seimplementd en este estudio Abacavir+3TC+Nelfinavir o
Abacavir+dT4+Lopinavir/Ritonavir y resultaron ser inadecuados, debido a que los linfocitos T
CD4 y CD8 se mantenian por debajo de los niveles normales.

Para probar la influencia que tenian catorce tripletas de tratamiento y el tiempo (afios) sobre los
CD4 y CD8 y evaluar el posible efecto de interaccion entre los tratamientos y los afios, se realiz6
un analisis de varianza para mediciones repetidas, la cual es una técnica estadistica que es
especialmente Util cuando se tienen estudios longitudinales y se toman tres o mas mediciones de
la misma variable dependiente para cada sujeto en diferentes momentos (8, 17).

El ANOVA evidenci6 que no existe efecto de interaccion entre los tratamientos y los afios y que
tampoco existe efecto significativo segun los afios, lo cual permiti 6 una corrida de la data
extrayendo en esta ocasion la interaccién y el tiempo, puesto que no eran significativas (p>0,05).

La nueva corrida del ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis para evaluar el efecto del
tratamiento sobre los niveles de CD4 y CD8 revel6 una diferencia significativa (P<0,05),
mostrando que los tratamientos difieren. Seguidamente, se aplic 6 la prueba de Tukey para
verificar cual o cuéles tratamientos son los responsables de las diferencias significativas
anunciadas por la prueba F de Fisher -Snedecor.

La prueba de Tukey revel6 que los Unicos tratamientos que tienen diferencias significativas
(p<0,05) son: AZT+3TC+Nelfinavir con el 3TC+Nelfinavir+Abacavir y con el
d4T+Lopinavir/Ritonavir+Abacavir. Los restantes tratamientos no mostraron diferencias
significativas (p>0,05).

Por el momento, no se ha conseguido una terapia curativa para la infeccion por el VIH y sigue
siendo la prevencion la mejor estrategia terap éutica, pero los progresos en el entendimiento de la
infeccidn por este virus, el conocimiento de la cinética de replicacion viral en las distintas fases
de la enfermedad, la determinacién de la carga viral, que permite individualizar el tratamiento
mas adecuado en cada momento y en cada paciente, junto con la posibilidad de disponer de
nuevos antirretrovirales y la demostracion de que la terapia combinada es m as eficaz, supone un
avance importante en cuanto al aumento de la supervivencia y la calidad de vida de los nifios
infectados.

Ademas, por las dificultades de los estudios clinicos controlados con antirretrovirales en nifios,
las limitaciones de la poblacién en estudio, la problematica del diagndstico de infeccion por el
VIH, la necesidad de evaluar distintos grupos de edad (neonatos, lactantes y escolares), la
presentacion de la medicacion (suspension oral) y los estrictos criterios éticos de la investigacion
en nifios, hacen que sean escasos los datos publicados y que existan grandes variaciones en la
practica clinica al aplicar dichos tratamientos. Sin embargo, es [6gico asumir los resultados de
eficacia clinica de tratamiento antirretroviral comprobados en adultos, aunque no sea del todo
superponible la historia natural de la infeccién por el VIH en el nifio y existan interrogantes por el
momento no clarificadas, como cual es el nivel de CD4 y CD8 con el que se debe iniciar el
tratamiento antirretroviral o con el cudl se indique ineficacia terapéutica.

En esta investigacion los linfocitos CD4 y CD8 demostraron ser un indice para guiar las
decisiones sobre el tratamiento individual y para evaluar si los farmacos anti VIH estan siendo
efectivos o no. Adem as que, se pudo observar que de los tratamientos empleados los que
ejercieron buen efecto sobre los pacientes pediatricos fueron: el AZT+3TC+Nelfinavir y el
Neviparine+dT4+Lopinavir/Ritonavir. Sin embargo, se recomienda determinar la carga viral como
herramienta para la evolucion y parametro de eficacia de los tratamientos antirretrovirales en
nifios en conjunto con la evaluacion de linfocitos CD4 y CD8, para que asi el medico pueda
realizar cambios terapéuticos mas efectivos en estos pacientes y predecir el curso de su
infeccion.
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NOTA: Toda la informacién que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines acad émicos y de
actualizacion para estudiantes y profesionales de la salud. En ninglin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento
de un médico. Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.



