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1. SOMMARIO 
 

Introduzione. L'infezione perinatale da HIV-1 è acquisita quando il sistema immunitario 

del bambino è in fase di sviluppo ed è caratterizzata da un'elevata e non controllata 

replicazione virale. La terapia antiretrovirale altamente efficace (highly active antiretroiral 

therapy, HAART), che genericamente prevede l'utilizzo di inibitori della proteasi e della 

trascrittasi inversa, riduce efficientemente la carica virale di HIV-1 sotto livelli non rilevabili 

e aumenta il numero di cellule T CD4+ circolanti nei bambini come negli adulti. Al fine di 

incrementare le scarse informazioni sul trattamento precoce con HAART e 

sull'immunoricostituzione in bambini HIV-1-infetti, abbiamo analizzato la dinamica virale e 

la risposta immunitaria in bambini trattati precocemente con HAART e 

l'immunoricostituzione in bambini HIV-1-infetti che hanno mostrato una risposta discordante 

alla terapia. 

Metodi. Coorte in HAART precoce: sono stati studiati 6 neonati HIV-1-infetti che 

hanno iniziato HAART entro i 3 mesi di età. Il valore mediano del follow-up era di 61 mesi. 

HIV-1 RNA plasmatico, HIV-1 DNA cellula-associato, HIV-1 mRNA unspliced e multiply 

spliced, anticorpi anti-HIV-1, e le sottopopolazioni cellulari T CD4+ e CD8+ sono stati 

analizzati in campioni sequenziali di sangue periferico. La risposta immunitaria cellulare 

HIV-1-specifica è stata misurata mediante saggio EliSpot. Coorte discordate: sono stati 

studiati al baseline e dopo circa 2 anni di HAART 14 bambini HIV-1-infetti che hanno 

mostrato una soppressione della viremia plasmatici (rispondenti virologici, VR) e 16 bambini 

non rispondenti virologici alla terapia (VNR). 

Risultati. Coorte in HAART precoce. In tutti i bambini è stata osservata una riduzione 

della viremia plasmatica che raggiungeva valori non rilevabili. In 4 bambini è stato rilevato 

l’HIV-1 DNA, di questi 2 erano anche positivi per l’HIV-1 mRNA. In 2 neonati tutti i 

parametri virali sono rimasti persistentemente negativi. Solo 2 bambini hanno prodotto propri 

anticorpi anti-HIV-1 mentre gli altri, dopo la perdita degli anticorpi materni, sono rimasti 

persistentemente sieronegativi. In nessun paziente è stata osservata una risposta immunitaria 

cellulare HIV-1-specifica. L’interruzione di terapia è stata effettuata in 2 pazienti di cui uno 

HIV-1-sieropositivo ed uno HIV-1-sieronegativo che aveva tutti i parametri virali 

persistentemente non rilevabili. L’aumento della viremia plasmatica nel bambino 

sieronegativo è stato più rapido ed elevato rispetto a quello osservato nel paziente 

sieropositivo. Coorte discordante. Durante HAART è stato riscontrato un aumento delle 



cellule T CD4+ sia nei bambini VR sia nei VNR; tale incremento era più elevato nel primo 

gruppo rispetto a quello rilevato nel secondo. Tutte le sottopopolazioni cellulari T CD4+ 

(naive, central memory, effector/memory e CD38+) sono aumentate significativamente nei 

bambini VR mentre nei VNR l’incremento significativo avveniva solo nelle cellule naive. In 

entrambe i gruppi si è osservato un aumento nelle cellule T CD8+ e nella forma epitomale di 

riarrangiamento del recettore delle cellule T (TREC), un indicatore della funzionalità timica. 

Le cellule T CD8+CD38+ attivate sono diminuite nei bambini VR mentre sono rimaste 

elevate nei VNR. I livelli plasmatici di lipopolisaccaride (LPS), un indicatore della 

translocazione microbica, erano aumentati nei pazienti VNR. 

Conclusioni. La somministrazione precoce di HAART nel neonato modifica il naturale 

corso dell’infezione da HIV-1. Tale regime, sebbene controlli la replicazione virale, riduce la 

viremia plasmatica sotto i livelli soglia necessari ad induce una risposta immunitaria HIV-1-

specifica e non previene l’istaurazione di una latenza virale che impedisce l’eradicazione 

dell’infezione. Un prolungato trattamento con HAART nei bambini HIV-1-infetti permette, 

inoltre, un aumento delle cellule T naive che è indipendentemente dalla risposta virologica 

alla terapia. Una viremia persistente, comunque, impedisce l’espansione delle cellule T CD4+ 

memory suscettibili all’infezione virale e, insieme alla translocazione microbica, contribuisce 

a mantenere elevati i livelli di immuno-attivazione. 

 



2. ABBREVIAZIONI 
 

3TC Lamivudina 

ART Terapia antiretrovirale 

AZT Zidovudina 

d4T Stavudina 

ddI Didanosina 

HAART Terapia antiretrovirale altemente efficiente 

IDV Indinavir 

IFN-γ Interferone-γ 

LPS Lipopolisaccaride 

NFV Nelfinavir 

NNRTI Inibitore non nucleosidico della trascrittasi inversa 

NRTI Inibitore nucleosidico della trascrittasi inversa 

NVP Nevirapine 

PBMC Cellule mononucleate del sangue periferico 

PCR Reazione polimerasica a catena 

PI Inibitore della proteasi 

RT Trascrittasi inversa 

RTV Ritonavir 

TREC Forma episomale di riarrangiamento del recettore delle cellule T 

VL Carica virale 

VNR non rispondenti virologici 

VR rispondenti virologici 

 



3. INTRODUZIONE 

 

3.1. TRASMISSIONE VERTICALE DELL’INFEZIONE DA HIV 

Il virus dell’immunodeficienza umana (human immunodeficiency virus, HIV) è l’agente 

eziologico della sindrome da immunodeficienza acquisita (acquired immunodeficiency 

syndrome, AIDS) [1]. 

L’infezione da HIV è pandemica e il numero di donne infettate è andato rapidamente 

aumentando negli ultimi anni. L'Organizzazione Mondiale della Sanità (HOMSH) e l'HUNAIDS H 

(United Nations Programme on HIV/AIDS) attualmente stimano che in tutto il mondo su 

circa 42 milioni di persone HIV-sieropositive (range 35.9-44.3 milioni), più di 20 milioni 

sono donne, la maggior parte delle quali risultano in età fertile (Hwww.unaids.orgH). Negli 

ultimi 20 anni quasi 10 milioni di bambini (oltre il 75% in Africa) hanno acquisito l’infezione 

per via verticale, più di 5 milioni sono morti per AIDS, circa 2.3 milioni con età inferiore ai 

15 anni vivono attualmente con HIV/AIDS e più di 500,000 hanno contratto l’infezione 

durante la nascita nel 2006 [2] ( Hwww.unaids.orgH). In Italia sono oltre 6,000 i bambini nati da 

donne HIV-sieropositive segnalati al Registro italiano per l’infezione da HIV. 

La trasmissione per via verticale da madre infetta al figlio è la sorgente principale delle 

infezioni pediatriche da HIV e può avvenire precocemente in utero (meno del 10%) per 

passaggio transplacentare del virus o, più frequentemente, durante il parto (60-70%) o con 

l'allattamento al seno (20-30%) quando il virus materno viene a contatto con la mucosa 

orofaringea del bambino [3]. La somministrazione di farmaci antiretrovirali (come nevirapina) 

a breve termine nella madre (durante il parto) e nel neonato (subito dopo la nascita), il parto 

cesareo e la nutrizione artificiale hanno fatto diminuire notevolmente il tasso di trasmissione 

verticale nei Paesi Occidentali (dal 20-40% al 2%); tuttavia, nei Paesi in via di sviluppo come 

l’Africa la trasmissione materno-infantile rimane ancora elevata (25-40%) [2]. Per tali motivi, 



nonostante l’introduzione della profilassi e della terapia antiretrovirale, la trasmissione 

verticale di HIV continua ad essere uno dei maggiori problemi a livello mondiale. 

 

 

3.2. PATOGENESI 

La suscettibilità all’infezione da HIV-1 e la capacità di controllare la progressione della 

malattia dipendono dalla complessa interazione tra il virus e la risposta immunitaria 

dell’ospite. Numerose evidenze virologiche ed immunologiche nell’uomo ed in modelli 

animali suggeriscono che sia necessario il raggiungimento di un “livello soglia” di HIV-1 e/o 

di cellule infettate al fine di instaurare una infezione sistemica e persistente nell’ospite [4]. 

Tali livelli sono strettamente legati all’interazione virus-ospite. La capacita dell’individuo di 

attuare una risposta immunitaria qualitativamente e quantitativamente adeguata, infatti, può 

prevenire sia l’infezione in soggetti sieronegativi ma esposti al virus [5] sia la progressione 

clinica ad AIDS in pazienti HIV-1-infetti [6,7]. In contrapposizione, HIV-1 è in grado di 

effettuare un elevato numero di cicli replicativi all’interno della cellula infettata e possiede 

una estrema variabilità genetica e fenotipica che gli garantisce una straordinaria flessibilità nel 

rispondere alle pressioni selettive a cui è sottoposto in vivo. Tale fenomeno è responsabile 

dell'elusione della risposta immunitaria dell’ospite e del rapido emergere di varianti virali 

famaco-resistenti [8,9]. 

Nell’adulto la fase acuta dell’infezione è genericamente caratterizzata da una elevata 

replicazione virale che conduce ad un rapido aumento della viremia (HIV-1 RNA plasmatico) 

e di forme virali integrate nel genoma cellulare (HIV-1 DNA provirale) e ad una rapida 

riduzione del numero dei linfociti T CD4+ sia nel sangue sia a livello della mucosa gastro-

intestinale dove si verifica una forte deplezione già dalle prime settimane dell’infezione [10] 

(Figura 1). Tale decremento non avviene in tutte le sottopopolazione linfocitarie ma è ristretto 



a livello delle cellule T CD4+ effettrici [11,12] generate dalla proliferazione dei loro 

precursori nei tessuti linfoidi secondari e migrate successivamente nei siti effettori extra-

linfoidi come la lamina propria e l’epitelio intestinale e genitale [13]. La maggior parte di 

questa sottopopolazione linfocitaria presente nella mucosa esprime sulla sua superficie 

cellulare il recettore per le β-chemochine CCR5 che è il principale corecettore utilizzato dal 

virus durante la fase acuta dell’infezione in quanto il fenotipo di HIV-1 più frequente è R5 

[14]. Sebbene le cellule T CD4+ effettrici che esprimono il CCR5 si pensi che costituiscano il 

50% di tutte le cellule T CD4+ presenti nell’organismo, solo circa il 15% sono presenti nel 

sangue e nei linfonodi [15]. Tale differente distribuzione spiegherebbe perché la massiccia 

deplezione riscontrata nell’epitelio mucosale non sempre si rifletta a livello sistemico. Inoltre, 

le cellule T CD4+ della memoria centrale (central memory) quiescenti (resting) e vergini 

(naive), principalmente presenti nel sangue e nei linfonodi, non esprimendo CCR5 risultano 

meno suscettibili all’infezione virale durante la fase acuta e, avendo un elevato potenziale 

proliferativo, sono in grado di rigenerare le cellule effettrici in seguito a stimolazione 

antigenica fornendo, così, al virus nuove cellule suscettibili all'infezione [11]. Lo sviluppo di 

una risposta immunitaria HIV-1-specifica, ed in particolare quella effettuata dai linfociti T 

CD8+, gioca un ruolo importante nel controllo dell’elevata replicazione virale durante la fase 

acuta dell’infezione. Molti studi hanno infatti mostrato che la forte espansione dei linfociti T 

CD8+ HIV-1-specifici (cellule effettrici con attività citotossica) osservata nelle prime 

settimane dell’infezione (Figura 2) (1) coincide con il picco della viremia plasmatica, (2) 

precede la produzione di anticorpi neutralizzanti e (3) correla, infine, con la riduzione della 

carica virale (viral load, VL) durante la fase acuta [16,17]. Tali osservazioni fanno supporre 

quindi che la risposta HIV-1-specifica dei linfociti T CD8+ insieme all’istaurazione di una 

latenza virale all’interno di cellule T CD4+ resting siano responsabili, in questa fase, del 

declino di 2-3 log10 copie di HIV-1 RNA/ml fino a dei livelli non rilevabili. Il forte 



decremento della viremia, sebbene permetta un recupero, anche se parziale dei linfociti T 

CD4+ nel sangue, non sembra avere lo stesso effetto a livello della mucosa dove il numero di 

cellule T CD4+ rimane costantemente basso (Figura 1) [10,12]. 

La fase cronica dell’infezione da HIV-1 è caratterizzata da una progressiva riduzione del 

numero dei linfociti T CD4+ nel sangue, una costante replicazione virale e una generalizzata 

attivazione del sistema immunitario (Figura 1). La riduzione dell’attività helper esplicata dalle 

cellule T CD4+ conduce a delle alterazioni funzionali nei linfociti T CD8+ [18] e ad una 

progressiva perdita dell’attività citotossica delle cellule HIV-1-specifiche [19]. Queste cellule, 

infatti, mostrano una ridotta produzione di perforina e una perdita in vivo dell’espressione 

della glicoproteina CD28 sulla loro superficie cellulare mentre mantengono quella del CD27. 

Tali osservazioni suggeriscono una non corretta maturazione in cellule effettrici [20]. A 

sostegno di questa ipotesi, è stato osservato che la maggior parte dei linfociti T CD8+ HIV-1-

specifici sono composti da cellule che mostrano un fenotipo CCR7-CD45RA- caratteristico di 

cellule pre-effettrici (pre-terminally differentiated effector), non del tutto differenziate e con 

una ridotta attività citotossica, dimostrando, pertanto, la presenza di un blocco maturativo 

[21,22]. Le cellule T CD8+ effettrici CCR7- hanno una ridotta capacità proliferativa, 

producono interferone γ (interferon-γ, IFN-γ) e acquisiscono capacità citolitiche mature dopo 

l’espressione di CD45RA [13]. L’attivazione cronica delle cellule T indotta da HIV-1 

conduce ad un transiente aumento dell’espressione di CD27 e ad una contemporanea 

riduzione di CD45RA; questa variazione fenotipica porta ad una riduzione delle 

sottopopolazioni cellulari T CD4+ e CD8+ naive. Tale perdita è affiancata ad una espansione 

di cellule T effettrici che hanno modulato negativamente l’espressione di CD27 e CD28 in 

seguito ad una prolungata stimolazione antigenica [23]. 

Mediante l’utilizzo di una combinazione di markers fenotipici come CD27, la cui 

espressione viene regolata negativamente in seguito all’interazione con il suo ligando CD70, e 



CD45RA è possibile suddividere i linfociti T CD4+ e CD8+ in differenti sottopopolazioni 

cellulari che mostrano diverse caratteristiche funzionali e capacità di homing [24,25]. Nei 

linfociti T CD8+ si possono identificare quattro distinte sottopopolazioni cellulari: 

CD45RA+CD27+ naive; CD45RA-CD27+ central memory; CD45RA-CD27- pre-terminally 

differentiated effector (pre-effector) che mostrano un fenotipo intermedio; CD45RA+CD27- 

effettori citotossici (effector) [13,26]. Sebbene la maturazione dei linfociti T CD8+ durante 

l’infezione primaria nel topo avvenga mediante il differenziamento da naive ad effector e, 

successivamente, a memory [27], nell’uomo, invece, durante l’infezione virale cronica tale 

processo sembra avvenire da naive a memory e per via effector/memory ad effector [20]. Per 

quanto riguarda i linfociti T CD4+, l’espressione differenziale di CD27 e CD45RA permette 

di identificare le sottopopolazioni cellulari naive CD45RA+CD27+ e due distinte popolazioni 

memory: CD45RA-CD27+ central memory (resting), meno responsive che necessitano di una 

forte co-stimolazione per effettuare una risposta antigenica secondaria; CD45RA-/+CD27- 

effettori/memoria (effector/memory) più differenziate che mostrano una più elevata 

secrezione di citochine effettrici e capacità di risposta antigenica rispetto alle cellule CD27+ 

[28]. Il monitoraggio dell’espressione di CD27, pertanto, permette di discriminare i differenti 

stadi maturativi di cellule effettrici e sottopopolazioni memory a lungo termine. 

Sebbene la patogenesi e i principi generali immunologici e virologici siano simili per 

tutti i pazienti con infezione da HIV-1, ci sono delle differenze sostanziali che riguardano 

l’andamento dell’infezione nel neonato, nel bambino e nell’adolescente rispetto a quello che è 

stato osservato nell’adulto. Il bambino, infatti, non è un adulto in miniatura e, a differenza di 

quest’ultimo, contrae l’infezione principalmente durante il parto, quando il suo sistema 

immunitario risulta essere immaturo ed incapace di esplicare appieno le sue funzioni. Questa 

immaturità, pertanto, potrebbe condurre ad una risposta immunitaria adattativa contro il virus 

ritardata e molto più bassa rispetto a quella normalmente osservata nell’adulto che 



condurrebbe ad una più lenta stabilizzazione della viremia [29]. A sostegno di ciò è stato 

riscontrato che neonati HIV-1-infetti, trattati con la terapia antiretrovirale (antiretroviral 

therapy, ART) entro i primi tre mesi di vita, mostravano durante il primo anno di vita una 

bassa risposta cellulo-mediata contro il virus [30] e l’assenza di una propria risposta 

anticorpale HIV-1-specifica [31]. Tuttavia, recenti studi effettuati in neonati HIV-1-

sieronegativi, nati da madri HIV-1-infette con una bassa viremia, hanno evidenziato la 

presenza di una risposta cellulo-mediata HIV-1-specifica suggerendo che l’esposizione a bassi 

livelli di antigeni virali potrebbe essere uno dei fattori coinvolti nella protezione 

dall’infezione [32] anche nel bambino. Un’altra caratteristica importante presente nel 

bambino è la capacità che quest’ultimo possiede di rigenerare il suo sistema immunitario 

grazie all’elevata attività timica. Suddetti fattori, se da un lato favoriscono una 

immunoricostituzione, dall’altro permettono una forte e costante replicazione virale che 

conduce ad una più rapida progressione della malattia rispetto all’adulto. 

In assenza di ART, un bambino su tre mostra precocemente i sintomi dell’infezione e 

sviluppa l’AIDS entro il primo mese di vita. Anche se nella maggior parte dei casi l’infezione 

progredisce più lentamente, sono pochi i bambini che rimangono clinicamente asintomatici 

per più anni [33]. Sebbene il breve intervallo di tempo che intercorre tra la nascita (momento 

dell’infezione) e l’insorgenza della malattia nel bambino suggerisca fortemente che vi sia una 

stretta relazione tra la fase precoce dell’infezione e la rapida/lenta progressione della malattia, 

le informazioni sulla dinamica della replicazione virale durante i primi anni di vita del 

neonato sono molto scarse. Alla nascita solo in una piccola percentuale di bambini viene 

diagnosticata l’infezione. Nella maggior parte dei casi (>95%) i livelli plasmatici di HIV-1 

RNA e dell’antigene virale p24 non sono rilevabili. Inoltre, i test di isolamento virale 

(coculture di cellule del paziente e di linfociti di donatore sano pre-stimolati con 

fitoemoagglutinina) e di quantificazione di HIV-1 DNA provirale risultano negativi con la 



conseguenza che l’infezione viene diagnosticata successivamente. Entro la prima settimana di 

vita, indipendentemente dalla positività o negatività ai test alla nascita, si osserva un aumento 

della viremia, una positivizzazione delle coculture cellulari e il rilevamento di HIV-1 DNA 

[34]. Probabilmente la positività o la negatività ai test diagnostici alla nascita è strettamente 

legata al momento in cui avviene la trasmissione (in utero o intraparto). Un’altra possibile 

spiegazione, anche se meno probabile o comunque difficilmente riscontrabile, potrebbe essere 

una latenza virale o una compartimentazione del virus nei tessuti linfoidi prima della nascita. 

La viremia e la valutazione dei linfociti T CD4+ sono genericamente utilizzati come 

markers predittivi di progressione della malattia sia negli adulti sia nei bambini [35]. Sebbene 

i dati sul loro valore prognostico siano disponibili in molti studi effettuati nell’adulto, nel 

bambino, ed in particolare nel neonato, invece, non sono ben definiti i livelli soglia sopra i 

quali si potrebbe avere una progressione rapida in AIDS e spesso essi forniscono informazioni 

indipendenti ma complementari sulla progressione [36]. La viremia, infatti, durante il primo 

anno di vita è molto più elevata nei pazienti pediatrici sia con rapida sia con lenta 

progressione rispetto all’adulto [29,37]. Nel bambino, in genere, i livelli plasmatici di HIV-1 

RNA sono relativamente bassi alla nascita (<10,000 copie/ml), aumentano enormemente 

durante i primi 2 mesi di vita sino a raggiungere, in alcuni casi, dei valori compresi tra 

100,000 e 10,000,000 copie/ml per poi, successivamente, declinare lentamente. Comunque, 

nei neonati valori molto elevati durante il primo anno di vita (>299,000 copie/ml) sono stati 

associati ad un alto rischio di progressione della malattia e di morte, specialmente in soggetti 

che mostrano una percentuale di linfociti T CD4+ <15% [35,37]. Sebbene i dati indichino che 

alti livelli plasmatici di HIV-1 RNA siano associati alla progressione della malattia, la viremia 

è un parametro difficilmente interpretabile durante il primo anno di vita del bambino in 

quanto risulta essere molto elevata e variabile con la conseguenza di essere meno predittiva 

rispetto a quella osservata in bambini più grandi. Per quanto riguarda la valutazione dei 



linfociti T CD4+ risulta essere fortemente dipendente dall’età del bambino. Infatti, nel 

neonato e nel bambino sano, non infettato da HIV-1, la conta assoluta dei linfociti T 

circolanti, ed in particolar modo dei linfociti T CD4+, è notevolmente più elevata rispetto a 

quella rilevata nell’adulto non infetto; tali livelli raggiungono dei valori massimi durante le 

prime 6 settimane di vita (Figura 3) per poi diminuire gradualmente fino a raggiungere quelli 

osservati nell’adulto verso i 4-5 anni di età [38]. Pertanto, la valutazione della percentuale dei 

linfociti T CD4+ risulta essere un marker prognostico migliore nel paziente pediatrico, 

sopratutto durante il primo anno di vita del bambino, rispetto alla conta assoluta [39]. 

In base al tipo di replicazione virale sono stati identificati tre differenti modelli di 

dinamica virale durante i primi mesi di vita del bambino (Figura 4) che sembrano essere 

associati ad una diversa progressione della malattia [29,35,37]. Il modello A (Figura 4 A) è 

caratterizzato da un aumento sia di HIV-1 RNA sia di HIV-1 DNA. Tali incrementi risultano 

essere rapidi durante il primo mese di vita e continuano a crescere nel secondo e terzo mese 

fino a raggiungere livelli superiori a 1-10 milioni copie di HIV-1 RNA/ml e a 1000 copie di 

HIV-1 DNA/105 cellule mononucleate del sangue periferico (peripheral blood mononuclear 

cells, PBMC). Nei mesi successivi entrambe i valori tendono a rimanere elevati. 

Contemporaneamente, il numero dei linfociti T CD4+ si riduce rapidamente nei primi mesi, 

successivamente tende a declinare gradualmente. Il modello B (Figura 4 B) è caratterizzato da 

un rapido aumento della replicazione virale (HIV-1 RNA plasmatico e HIV-1 DNA provirale) 

accompagnato da una forte iniziale riduzione del numero dei linfociti T CD4+. L’andamento 

durante le prime settimane di vita del bambino risulta essere simile a quello osservato nel 

modello precedente. Successivamente vi è un declino della viremia plasmatica che comunque 

risulta essere più lieve e lento rispetto a quello osservato nell’adulto alla fine della fase acuta 

dell’infezione [40,41]. La VL plasmatica, infatti, diminuisce di 0.5-1 log10 copie di HIV-1 



RNA/ml nel 2°-4° mese dopo il picco; successivamente la riduzione è di circa 0.2-0.4 log10 

copie/ml per anno.  

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Schema esemplificativo che mette in relazione le variazioni dei linfociti T 
CD4+ nel sangue e nella mucosa con la viremia e i livelli di immuno-attivazione 
indotta dal HIV-1 durante la progressione della malattia. Grossmann Z, et al; Nat 
Med 2006 [11].  
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Figura 2. Tipico andamento della viremia plasmatica e della risposta immunitaria 
HIV-1-specifica durante i primi mesi dell’infezione da HIV-1. Nel grafico sono 
schematizzati rispettivamente i livelli della carica virale, dei linfociti T CD8+ 
citotossici (CD8+ cytotoxic T lymphocytes, CTL) e degli anticorpi neutralizzanti. 
Gandhi RT and Walker BD; Annu Rev Med 2002 [17]. 
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Figura 3. Variazioni dei linfociti T in 11 bambini sani durante il primo anno di vita 
(48 settimane). I valori mediani del numero assoluto e della percentuale (frequenza 
relativa) dei linfociti T CD3+ e delle sottopopolazioni linfocitarie T CD4+ e CD8+ 
sono mostrati rispettivamente nel grafico A e B. De Vries E, et al; Pediatr Res 2000 

[38]. 
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Figura 4. Esempi di profili virologici ed immunologici in neonati HIV-1-infetti non trattati (A, B e C) e trattati con la terapia antiretrovirale 
altamente efficace (highly active antiretroiral therapy, HAART) (D) durante i primi mesi di vita. HIV-1 RNA plasmatico (□) e HIV-1 DNA (■) 
sono espressi in scala logaritmica. Sono inoltre riportati i livelli dell’antigene virale p24 (▲) e il numero di cellule T CD4+ (●). De Rossi 
A, et al; J Clin Invest 1996 [29].  



3.3. TERAPIA ANTIRETROVIRALE (ART) NELL’INFEZIONE 

PEDIATRICA DA HIV-1 

L'introduzione di ART ed in particolar modo della terapia antiretrovirale altamente 

efficace (highly active antiretroiral therapy, HAART) dal 1996 ha avuto un notevole impatto 

sulla storia naturale dell’infezione da HIV-1 sia nell’adulto sia nel bambino. Questo ciclo 

terapeutico, infatti, è stato associato al crollo della morbidità e mortalità per HIV-1 grazie ad 

un netto miglioramento immunologico che è strettamente associato ad una riduzione delle 

infezioni opportunistiche e ad una minor incidenza di tumori HIV-1 associati [42]. 

Rispetto ad ART, che prevede l’utilizzo di uno o due inibitori della trascrittasi inversa 

virale (reverse transcriptase, RT), HAART combina farmaci antiretrovirali appartenenti a 

differenti classi: due inibitori della RT che possono essere nucleosidici (nucleoside reverse 

transcriptase inhibitor, NRTI) e non-nucleosidici (non-nucleoside reverse transcriptase 

inhibitor, NNRTI), i quali agiscono durante le prime fasi del ciclo virale bloccando la 

retrotrascrizione dell’RNA; un inibitore della proteasi (protease inhibitor, PI) che blocca le 

fasi tardive della maturazione virale impedendo alle cellule di produrre virioni infettanti. 

L'utilizzo di questa combinazione di farmaci, oltre a fornire un effetto sinergico sulla 

replicazione virale, riduce l'insorgenza di mutazioni che conferiscono resistenza a più farmaci. 

La politerapia minimizza, inoltre, la tossicità/intolleranza per ciascun farmaco riducendo gli 

effetti collaterali che, tuttavia, rimangono comunque elevati costituendo un problema 

quotidiano nella gestione e nell’aderenza della terapia [43]. 

Pazienti pediatrici cronicamente infettati da HIV-1 sottoposti a tale regime terapeutico 

presentano, solitamente, una drastica e duratura soppressione della replicazione virale dalle 

prime 4-8 settimane di trattamento (Figura 4 D). La forte riduzione esponenziale della VL 

arriva a raggiungere livelli plasmatici di HIV-1 RNA non rilevabili. Tale decremento, inoltre, 

è accompagnato da un aumento prolungato nel tempo di linfociti T CD4+. Sebbene l’HIV-1 



RNA non sia rilevabile nel plasma, l’HIV-1 DNA rimane costantemente presente nelle cellule 

suggerendo l’istaurazione di una latenza virale in cellule CD4+ memory resting presenti in 

circolo. In pazienti sottoposti ad ART, che hanno una viremia plasmatica non detectabile per 

un lungo tempo, sono stati rilevati bassi livelli di trascrizione e replicazione virale. Tali 

valutazioni sono state effettuate mediante l’analisi di diversi trascritti virali (HIV-1 mRNA 

intra-cellulari) come RNA “unspliced” (RNAus), che codifica le proteine Gag e Gag-Pol e 

serve anche come RNA genomico, e RNA “multiply-spliced” (RNAms) più raramente 

rilevato che codifica per proteine regolatrici del virus [44,45]. 

Sebbene ART, ed in particolar modo HAART, abbiano nettamente aumentato la 

sopravvivenza dei bambini con infezione da HIV-1 e abbiano mostrato un buon controllo 

della replicazione virale, sempre più mostrano limiti che richiedono la messa a punto di nuove 

strategie terapeutiche. La terapia, infatti, è incapace di eradicare l'infezione cronica in quanto 

il virus persiste in forma latente in cellule resting [46,45] ed è difficilmente somministrabile 

per un lungo periodo a causa dei suoi pesanti effetti collaterali. Restano tuttavia ridotte le 

opzioni terapeutiche nei bambini in quanto la maggior parte dei farmaci antivirali impegnati 

nella pratica clinica o nei trial non è disponibile in formulazione pediatrica. I casi di 

fallimento o di incompleta risposta alla terapia sono sempre più numerosi e sembrano non 

essere influenzati dai diversi clades virali [48] e spesso non spiegabili con l'insorgenza di 

varianti virali farmaco-resistenti [49]. Inoltre questi appaiono più numerosi tanto minore è 

l'età del bambino suggerendo un ruolo importante del dosaggio farmacologico e dell'aderenza 

alla terapia [50]. 

 

3.3.1. SOMMINISTRAZIONE PRECOCE DI ART 

Evidenze sperimentali emerse in numerosi studi clinici effettuati in adulti e in bambini 

hanno suggerito che la replicazione virale giochi un ruolo centrale nella patogenesi 



dell’infezione da HIV-1 [8]; pertanto il monitoraggio della dinamica virale durante l’infezione 

primaria potrebbe avere un significato predittivo sulla progressione della malattia sia 

nell’adulto che nel bambino [29,51]. 

Sebbene ART non sia capace di eradicare l’infezione da HIV-1, la sua somministrazione 

precoce, durante l’infezione primaria, riduce notevolmente la replicazione virale e preserva la 

funzionalità del sistema immunitario riducendo pertanto la progressione della malattia. Studi 

effettuati nell’adulto hanno mostrato che: (1) il trattamento precoce con ART permette il 

rapido recupero nel numero dei linfociti T CD4+ e nel rapporto CD4+/CD8+, la riduzione di 

HIV-1 RNA plasmetico fino a livelli non rilevabili che è più grande e più rapida rispetto a 

quella osservata in pazienti non trattati [51]; (2) il declino di HIV-1 DNA provirale è più 

efficiente quando la somministrazione di ART viene iniziata durante la fase primaria 

dell’infezione rispetto a quando viene iniziato durante la fase cronica [51,52]. Per quanto 

riguarda la risposta immunitaria HIV-1-specifica, dati recenti nell’adulto hanno evidenziato 

che l’uso precoce di ART preserva tale immunità sostenendo la funzione helper dei linfociti T 

CD4+ HIV-1-specitici ed impedendo alterazioni funzionali a livello dei linfociti T CD8+ 

HIV-1-specifici [53,54] i quali durante la fase cronica dell’infezione sono costituiti 

principalmente da cellule effettrici CD45RA-CD27- non del tutto differenziate (pre-effector) 

che presentano un blocco maturativo nel compartimento effettore [22]. 

Benché la deplezione dei linfociti T CD4+ e la progressione della malattia avvenga più 

rapidamente nel bambino rispetto all’adulto, pochissimi studi sono stati effettuati per valutare 

l’effetto della somministrazione precoce di ART nel neonato HIV-1-infetto. Studi effettuati in 

macachi rhesus con infezione da SIV (simian immunodeficiency virus) hanno dimostrato che 

la somministrazione di ART durante la face acuta riduce la viremia plasmatica, aumenta la 

risposta immunitaria antivirale e sembra non favorire la comparsa di mutazioni farmaco-

resistenti rallentando la progressione della malattia [55]. Questi risultati, insieme a quelli 



effettuati nell’adulto, suggeriscono, pertanto, che anche nel neonato la somministrazione 

precoce di un potente regime terapeutico durante la fase primaria dell’infezione da HIV-1 

potrebbe permettere un miglior controllo della replicazione virale potenziando la risposta dei 

linfociti T CD8+ verso il virus, che è stata vista essere fondamentale per il controllo iniziale 

della replicazione virale in questa fase [16] e preservare il sistema immunitario. Tale ipotesi è 

supportata anche da alcuni studi clinici effettuati in neonati infettati da HIV-1 trattati 

precocemente con ART. In uno studio clinico (Paediatric European Network for Treatment of 

AIDS 7, PENTA 7) effettuato su 20 neonati trattati con ART entro i primi tre mesi di vita, 

sebbene abbia dato buoni risultati clinici (bassa tossicità dei farmaci, alta tollerabilità e 

nessuna rilevante manifestazione clinica) e immunologici per un periodo superiore a 72 

settimane dall’inizio della terapia, ha evidenziato un alto tasso di fallimento virologico (70% 

dei neonati) in quanto la VL plasmatica non diminuiva mai al di sotto di 400 copie di HIV-1 

RNA/ml e tendeva ad aumentare alla 72a settimana. La non completa soppressione della 

replicazione virale è stata associata nel 30% dei casi alla comparsa di mutazioni farmaco-

resistenti [56]; tale percentuale risulta essere molto più elevata rispetto a quella osservata 

nell’adulto trattato con ART durante la fase primaria dell’infezione [57]. In un’altro studio, 

invece, la somministrazione di ART entro i tre mesi di vita è stata associata ad un più lungo 

periodo di soppressione della replicazione virale nel plasma rispetto a quando la terapia 

veniva iniziata successivamente [58]. Per quanto riguarda la dinamica di HIV-1 intra-cellulare 

e la risposta immunitaria HIV-1-specifica le informazioni presenti in letteratura sono ancora 

più scarse. Nei pochi studi condotti in neonati HIV-1-infetti è emerso che la soppressione 

della replicazione virale per un periodo di 1-2 anni è associata ad una riduzione non solo di 

HIV-1 RNA plasmatico ma anche di intermedi replicativi extracromosomiali (HIV-1 DNA 

episomiale). Sebbene la funzionalità del sistema immunitario in questi pazienti appare 

preservata, la risposta immunitaria HIV-1-specifica non è stata rilevata in molti bambini [31]. 



L’assenza di tale risposta contrasta con quello che è stato osservato nell’adulto. Questi 

risultati potrebbero essere giustificati sia dalla immaturità del sistema immunitario sia dalla 

prolungata soppressione della replicazione virale che porterebbe ad una stimolazione 

antigenica non sufficiente ad indurre una risposta immunitaria cellulo-mediata. 

 

3.3.2. IMMUNORICOSTITUZIONE 

Sebbene la risposta ad ART in termini di soppressione della replicazione virale sia 

abbastanza simile nell’adulto e nel bambino, molti studi hanno evidenziato notevoli differenze 

nel meccanismo di immunoricostituzione periferica. A differenza dell’adulto che al momento 

dell’infezione da HIV-1 possiede un sistema immunitario maturo con la maggior parte delle 

cellule T CD4+ che presentano un fenotipo CD4+CD45RO+ memory; il bambino acquisisce 

il virus quando il suo sistema immunitario è immaturo e in fase di sviluppo e il timo produce 

attivamente nuove cellule T CD4+CD45RA+ naive. 

Nell’adulto la ripopolazione periferica (nel sangue) dei linfociti T CD4+ dopo l’inizio 

della terapia segue un andamento bifasico (Figura 5). Durante la prima fase, l’aumento rapido 

delle cellule CD4+ avviene a livello del compartimento memory (CD45RO+). La seconda 

fase, invece, è caratterizzata da un più lento incremento di cellule T CD4+ naive (CD45RA+). 

Tale andamento suggerisce che l’immunoricostituzione ad opera dei linfociti T CD4+ 

memory possa dipendere principalmente da una loro ridistribuzione dagli organi linfoidi 

periferici al circolo sanguigno; infatti, la rapida riduzione della replicazione virale ad opera 

della terapia può contribuire alla rimessa in circolo di questa sottopopolazione cellulare che 

prima era reclutata nei tessuti linfoidi [59,60]. L'origine delle cellule che caratterizzano la 

seconda fase è invece oggetto di discussione. Alcuni studi suggeriscono che la causa più 

plausibile di tale aumento è principalmente imputabile ad una espansione periferica di cellule 

T CD4+ naive pre-esistenti rispetto ad una possibile reversione del fenotipo cellulare da 



memory CD45RA-/CD45RO+ a naive CD45RA+/CD45RO- [61] o ad una fuoriuscita di 

nuove cellule T da timo (output timico). La funzionalità timica, infatti, sebbene sia stata 

riscontrata anche nell’adulto HIV-1-infetto in ART [62], è inversamente correlata con l'età e il 

suo ruolo nella ripopolazione dei linfociti T CD4+ naive appare quindi comunque secondario. 
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Figura 5. Variazioni delle sottopopolazioni linfocitarie T CD4+ in pazienti adulti HIV-
1-infetti sottoposti a HAART. Nel grafico sono riportati i valori medi del numero di 
cellule T CD4+ e delle sottopopolazioni T CD4+ memory (CD45RO+) e naive 
(CD45RA+). Choremi-Papadopoulou H, et al; J Med Virol 2004 [60] 

 

 

A differenza di quanto osservato nell'adulto, nel bambino l’immuno-ripopolazione dei 

linfociti T CD4+ interessa, fin dai primi mesi di terapia, principalmente il compartimento 

naive (Figura 6 A). Un piccolo iniziale aumento è stato riscontrato anche nel compartimento 

memory [63,64]. Poiché nel bambino il timo è particolarmente efficiente, è verosimile che 

esso giochi un ruolo primario nell’aumento dei linfociti T CD4+ naive. A sostegno di tale 

ipotesi è stata osservata una forte correlazione tra le dimensioni del timo ed il numero dei 

linfociti T naive in circolo [65]. 
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Figura 6. Variazioni delle sottopopolazioni linfocitarie T CD4+ (A) e dei livelli di 
TREC (B) in bambini HIV-1-infetti durante ART. Nei grafici sono riportati i valori 
medi delle variazioni. PBMC, cellule mononucleate del sangue periferico. De Rossi 

A, et al; J Infect Dis 2002 [64] 

 

 

Durante il processo di maturazione intra-timica delle cellule T, i progenitori dei linfociti 

T vanno incontro a riarrangiamento dei geni codificanti il recettore delle cellule T (T cell 

receptor, TCR); in questo processo, alcune sequenze cromosomiche sono escisse a formare 

dei prodotti di DNA episomiali denominati TRECs (TCR rearrangement excision circles) 



[66]. I due TREC, prodotti dal riarrangiamento dei due alleli del TCR presenti nella cellula, 

non replicando durante la mitosi vengono “diluiti” all’interno della popolazione linfocitaria. 

La loro concentrazione nel plasma è quindi fortemente legata all’output timico. Di 

conseguenza, la loro quantificazione nel sangue, effettuata mediante una reazione 

polimerasica a catena (poymerase chain reaction, PCR), permette di misurare l’immissione in 

circolo di nuove cellule T naive e viene utilizzata in molti studi come un importante marker 

dell’output timico e dell’immunoricostituzione in pazienti pediatrici HIV-1-infetti sottoposti 

ad ART [67]. In molti studi è stato osservato un incremento dei livelli di TREC sia nei PBMC 

che nei linfociti T CD4+ in bambini HIV-1-infetti sottoposti ad ART; tale aumento durante le 

prime settimane di terapia è maggiore nelle cellule T CD4+ rispetto ai PBMC (Figura 6 B). 

L’incremento dei livelli di TREC risulta essere più elevato nei bambini che hanno un minor 

numero di linfociti T CD4+ al momento di inizio della terapia. E’ stata riscontrata, inoltre, 

una forte correlazione tra l’aumento di TREC e delle cellule T CD4+ naive [64,68]. Tali 

osservazioni suggeriscono che il recupero della funzione timica è fortemente influenzato dallo 

stato di deplezione dei linfociti T CD4+ al momento di inizio della terapia. Sebbene vi siano 

molti studi volti a caratterizzare lo stato di maturazione/differenziamento delle cellule T 

CD4+ e CD8+ durante ART nell’adulto, le informazioni sulla immunoricostituzione e sulle 

variazioni delle sottopopolazioni linfocitarie sono particolarmente scarse nel bambino 

sottoposto ad ART. 

 

3.3.3. RISPOSTA DISCORDANTE AD ART 

Sebbene in molti pazienti HIV-1-infetti si osservi una risposta immunologica e 

virologica positiva ad ART caratterizzata dall'aumento periferico del numero di linfociti T 

CD4+ e dalla riduzione dei livelli plasmatici di HIV-1 RNA, molti studi hanno descritto 

pazienti che mostrano una risposta paradossale alla terapia. Se nell’adulto si osserva 



principalmente una riduzione della replicazione virale non accompagnata da un aumento delle 

cellule T CD4+, nel bambino la risposta discordante alla terapia spesso è caratterizzata da un 

miglioramento immunologico, con aumento del numero dei linfociti T CD4+, che avviene in 

presenza di persistenti livelli di viremia plasmatica [64,68-72]. Benché i meccanismi di questa 

risposta nei pazienti pediatrici non siano ben chiari, i sempre più numerosi fallimenti 

virologici non sembrano essere influenzati dalle diverse clade virali e spesso non sono 

spiegabili con l’insorgenza di varianti virali farmaco-resistenti [48]. Tale risposta appare più 

numerosa tanto minore è l’età del bambino suggerendo un ruolo importane nel dosaggio del 

farmaco antiretrovirale e nell’aderenza [57]. Inoltre, in questi pazienti è stato osservato un 

elevato output timico non associato alla presenza o meno di varianti virali farmaco-resistenti. 

Il recupero della funzionalità timica in presenza di replicazione virale potrebbe quindi essere 

in parte spiegato sia dalla comparsa di varianti virali che hanno una minore capacità 

replicativa nelle cellule timiche e nei linfociti T CD4+ maturi [73] e sia da variazioni nel 

tropismo virale come osservato in alcuni casi [70,74]. Tali osservazioni, tuttavia, non 

chiariscono comunque quali siano i meccanismi che sostengono l’output timico e una 

eventuale minore deplezione periferica dei linfociti in presenza di varianti virali wild-type. 

Quale sia, inoltre, l’impatto della persistente replicazione virale sull’immuno-ripopolamento 

delle sottopopolazioni linfocitarie T CD4+ e sul loro stato di maturazione e di 

differenziamento rimane da stabilire. 

 

 

3.4. IMMUNO-ATTIVAZIONE INDOTTA DA HIV-1 

L’immuno-attivazione cronica è una delle caratteristiche predominanti della 

progressione della malattia. L’attivazione policlonale dei linfociti B, infatti, è stata la prima 

alterazione immunologica osservata nei pazienti HIV-1-infetti [75]. Successivamente sono 



state riscontrate altre alterazione tra cui un’elevata produzione di citochine e chemochine pro-

infiammatorie [76], un aumento nel turnover dei linfociti T e nella frequenza delle cellule T 

con fenotipo memory [77], e, infine, un incremento del numero di linfociti T che presentano 

sulla loro membrana cellulare alcuni markers di attivazione quali CD38, HLA-DR e CD95 

[78]. 

Sebbene l’immuno-attivazione risulti essere un parametro predittivo della progressione 

in AIDS molto importante, migliore del monitoraggio della viremia plasmatica [79], le cause 

che la inducono tuttavia rimangono non del tutto chiare anche se sembra emergere da molti 

studi l’ipotesi che sia causata, oltre da antigeni di HIV-1, anche da altri antigeni virali e 

microbici e da citochine e chemochine pro-infiammatorie [76,80]. Recenti studi hanno 

suggerito che la rapida deplezione delle cellule T CD4+ nella mucosa (Figura 1), causata dalla 

forte replicazione virale [14], potrebbe essere responsabile delle alterazioni precoci a livello 

del sistema immunitario locale che condurrebbero a una compromissione dell’integrità della 

barriera mucosale con conseguente translocazione di microbi e/o prodotti microbici [11,81]. 

Suddetta translocazione contribuirebbe direttamente all’immuno-attivazione durante la fase 

cronica dell’infezione da HIV-1 e potrebbe determinare infine la velocità con cui progredisce 

la malattia [82]. Recentemente è stato dimostrato che i livelli plasmatici di lipopolisaccaride 

(LPS), maggior componente della parete cellulare di batteri Gram-positivi, potente immuno-

strimolatore [83] ed indicatore della translocazione microbica, sono significativamente 

aumentati in vivo sia in individui con infezione cronica e con AIDS conclamato sia in macachi 

rhesus cronicamente infettati da SIV. E’ stata riscontrata una forte correlazione tra LPS e 

l’attivazione del sistema immunitario innato ed adattativo; inoltre in pazienti in ART, la 

riduzione della replicazione virale era accompagnata da un decremento nei livelli di LPS 

plasmatico e una riduzione dell'attivazione del sistema immunitario. Tali risultati 

suggeriscono che la soppressione della replicazione virale potrebbe permettere la 



ricostituzione del sistema immunitario mucosale prevenendo, pertanto, la translocazione 

microbica che porterebbe ad una riduzione di LPS nel sangue e, conseguentemente, 

dell’immuno-attivazione [82].  



4. SCOPO DELLA RICERCA 

 

Al fine di incrementare le scarse informazioni sull’efficacia di HAART in pazienti 

pediatrici HIV-1-infetti, abbiamo valutato: 

1) la dinamica virale, in particolare il profilo intra- ed extra-cellulare dell’infezione 

da HIV-1, e la risposta HIV-1-specifica in bambini trattati precocemente (entro i 

primi 3 mesi di vita) con HAART; 

2) le caratteristiche dell’immunoricostituzione e lo stato di immuno-attivazione in 

bambini che hanno mostrato una risposta discordante alla terapia. 

 

 



5. MATERIALI E METODI 

 

I pazienti pediatrici HIV-1-infetti presenti nelle due distinte coorti prese in esame sono 

stati seguiti presso il Dipartimento di Pediatrica dell'Università di Padova, Italia. L'infezione 

da HIV-1 nei bambini è stata diagnosticata mediante l'isolamento del virus e tramite una PCR 

effettuata come descritto in De Rossi A, et al; J Clin Invest 1996 [29]. 

 

 

5.1. STUDIO EFFETTUATO IN BAMBINI HIV-1-INFETTI 

TRATTATI PRECOCEMENTE CON HAART 

5.1.1. PAZIENTI IN STUDIO. Lo studio è stato effettuato in 6 bambini HIV-1-infetti 

nati da madri HIV-1-sieropositive che non hanno ricevuto la profilassi antiretrovirale. Il 

criterio di inclusione è stato l'inizio di HAART entro i primi 3 mesi di vita del neonato. La 

conta delle cellule T CD4+ e CD8+, i livelli di anticorpi anti-HIV-1 e di HIV-1 RNA 

plasmatico sono stati monitorati in ogni paziente durante tutto il periodo di studio (follow-up). 

L’analisi di HIV-1 DNA provirale e di HIV-1 mRNA cellula-associato sono state effettuate in 

campioni di PBMC crio-preservati isolati dal sangue periferico mediante centrifugazione in 

gradiente di densità Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Sweden). 

 

5.1.2. VALUTAZIONE DI HIV-1 RNA NEL PLASMA. I livelli plasmatici di HIV-1 

RNA sono stati determinati tramite RT-PCR, reverse transcriptase-PCR (Roche Amplicor 

Monitor System, New Jersey, USA), come descritto nelle istruzioni. Il limite inferiore di 

rilevazione è stato di 400 copie di HIV-1 RNA/ml utilizzando il protocollo standard e di 50 

copie di HIV-1 RNA/ml con il protocollo ultrasensibile. 



5.1.3. VALUTAZIONE DI HIV-1 MRNA NELLE CELLULE. L’RNA totale è stato 

estratto da 1-5 x106 PBMC seguendo la metodica prevista dal Trizol RNA extraction kit 

(Invitrogen) e risospeso in 30 μl di H2O con 0.01% di dietilpirocarbonato (DEPC). Le 

contaminazioni di DNA sono state eliminate utilizzando Deoxyribonuclease I kit (Invitrogen). 

1 μg di RNA è stato retrotrascritto in cDNA; la reazione è stata effettuata utilizzando Taqman 

Reverse Transcription assay (PE Applied Biosystems) come riportato nelle istruzioni del kit. I 

livelli di HIV-1 mRNA-unspliced (HIV-1 RNAus) e di HIV-1 mRNA-multiply-spliced (HIV-

1 RNAms), che codificano per tat/rev, sono stati determinati mediante una reazione di PCR 

quantitativa, real-time PCR, come descritto in Zanchetta M, et al, J Infect Dis 2006 [45]. 

L'amplificazione è stata effettuata nella piattaforma ABI Prism 7700 thermal cycler (PE 

Applied Biosystems) utilizzando i primers e le probes (HIVPV22 genome, GenBank 

accession code K02083) sotto elencati. 

 

Primers Sequenza 

  

US1 forward 5’-TTAAGTGTTTCAATTGTGGCAAAGA-3’ (nt 1956-1981) 
US2 reverse 5’-AAAAAATTAGCCTGTCTCTCAGTACAATCT-3’ (nt 2059–2122) 
MS1 forward 5’-AAAGGGAAACCAGAGGAGCTCT-3’ (nt 672–693) 
MS2 reverse 5’-GCCTGTCGGGTCCCCTC-3’ (nt 8438–8454) 

  

Probes Sequenza 

  
USP FAM-5’-CCCCTAGGAAAAAGGGCTGTTGGAAATG-3’-TAMRA  

(nt 2007–2035) 
MSP FAM–5’-TCGACGCAGGACTCGGCTTGC-3’TAMRA (nt 695–715) 
  

 

Brevemente, la quantificazione dell'RNA presente in ogni campione è stata effettuata 

mediante l'utilizzo di 2 curve standard ottenute con 5 diluizioni seriali, a concentrazione nota, 

del plasmide pBH10 per l'RNAus, e di un amplicone per l'RNAms. L'amplicone è stato 

ottenuto dal cDNA proveniente dalla linea cellulare 8E51 mediante l'utilizzo dei primers MS1 



e MS2. Ciascun campione e ogni punto delle due curve è stato corso in duplicato. I valori di 

HIV-1 RNA di ogni campione sono stati normalizzati con quelli ottenuti dall’amplificazione 

del gene housekeeping gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) mediante l’utilizzo di 

GAPDH assay (PE Applied Biosystems). Le copie di HIV-1 RNA sono state espresse per 

1x106 copie di GAPDH. 

 

5.1.4. VALUTAZIONE DI HIV-1 DNA. Il numero di copie di HIV-1 DNA provirale 

per 1x105 PBMC è stato quantificato mediante real-time PCR come descritto in Ometto L, et 

al; AIDS 2002 [69]. Brevemente, i PBMC sono stati lisati in 500 μl di tampone TE (10 mM 

Tris-HCL a pH 8 e 0.1 mM EDTA) contenente 0.001% Triton X-100, 0.0001% sodio dodecil 

solfato e 600 μg/ml di proteinasi K. La reazione di amplificazione è avvenuta utilizzando i 

primers forward (5’-TTAAGTGTTTCAATTGTGGCAAAGA-3’) e reverse (5’-AAAAAAT 

TAGCCTGTCTCTCAGTACAATCT-3’) e la probe (5’-FAM-CCCCTAGGAAAAAGGGCT 

GTTGGAAATG-TAMRA-3’) disegnati per rilevare una regione conservata del gene gag di 

HIV-1. La curva standard è stata ottenuta con 5 diluizioni seriali di DNA estratto dalla linea 

cellulare 8E51. Il numero di copie di HIV-1 e stato normalizzato con il numero di copie di β-

actina ottenuto da una curva standard costruita con il DNA di cellule 8E51. 

 

5.1.5. ANALISI DEL FENOTIPO VIRALE. L’analisi del fenotipo virale è stata 

effettuata come descritto nel lavoro di Zanchetta M, et al; Antiviral Therapy 2008 [84]. In 

breve, l’isolato virale è stato ottenuto da co-cultute di PBMC di paziente con PBMC di 

donatore sano pre-stimolati con fitoemoagglutinina (PHA). Successivamente, le linee cellulari 

U87MG-CCR5 e U87MG-CXCR4, che esprimono stabilmente il CD4 e il CCD5 o CXCR4, 

sono state esposte all’isolato virale (equivalenti a 10,000 pg di p24). Dopo 8 giorni 

dall’infezione, il surnatante è stato testato per l’antigene p24 di HIV-1 utilizzando un kit 



commerciale (Vironostika HIV-1 Antigen, Biomérieux); i virus sono stati tipizzati, così, in 

R5, X4 o R5X4. 

 

5.1.6. ANALISI GENOTIPICA DI HIV-1. L’analisi delle sequenze della proteasi 

(PR) e della RT del gene pol di HIV-1 [84] è stata effettuata sull’HIV-1 DNA ottenuto dal 

lisato di 1x106 PMBC, e sull’HIV-1 RNA estratto da plasma e da PBMC dei pazienti 

mediante un kit commerciale (Qiagen GmbH, Germany). L’RNA estratto è stato 

retrotrascritto utilizzando SuperscriptTM III (Invitrogen). Una nested-PCR è stata effettuata 

utilizzando le coppie di primers sotto elencati (HIVPV22 genome, GenBank accession code 

K02083). 

 

Primer PR esterni 

PR1-forward 5’-GATAGACAAGGAACTGTATCCTTTA3’; nt 2268–2292 
PR2-reverse 5’-ATCCATTCCTGGCTTTAATTTTACT-3’; nt 2645–2621 

Primer PR interni 

PR3-forward 5’-CTTCCCTCAGATCACTCTTT-3’; nt 2294–2313 
PR4-reverse 5’-TGGCTTTAATTTTACTGGTA-3’; nt 2636–2617 

Primer RT esterni 

RT1-forward 5’-GGACCTACACCTGTCAACATAATTGGAAGAAA-3’; nt 29–2560 
RT2-reverse 5’-TTGACAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGCAG-3’; nt 3358–3330 

Primer RT interni 

RT6-FW forward 5’-GACAGAAGAAAAAATAAAAGCATT-3’; nt 2672–2695 
RT6-RV reverse 5’-TGGAAGCACATTGTACTGATATCT-3’; nt 3044–3021 
RT4-FW forward 5’-TTCAGGAAGTATACTGCATTTACC-3’; nt 2964–2987 
RT4-RV reverse 5’-TCTTTTTCTGGCAGCACTATAGGC-3’; nt 3343–3320 

 

5.1.7. SIEROLOGIA DI HIV-1. Gli anticorpi plasmatici anti-HIV-1 sono stati 

quantificati utilizzando un kit commerciale ELISA (Enzygnost, Bhering) ed un western 

blotting (HIV blot 2.2, Alfa Wasserman). 

 



5.1.8. PRODUZIONE DI ANTICORPI IN VITRO (IVAP). La produzione spontanea 

di anticorpi in vitro (IVAP) è stata valutata utilizzando un protocollo standardizzato [85]. In 

breve, i PBMC di pazienti (2x106 cellule/ml) sono stati messi in coltura in terreno RPMI con 

10% di siero fetale di bovino (FCS ), 1% di L-glutamina, 1% di aminoacidi non essenziali e 

2μM di 2-mercaptpetanolo in presenza o assenza di pokeweed mitogen (PWM; diluito 1/100). 

Le immunoglobuline totali (Ig) e gli anticorpi HIV-1-specifici presenti nel surnatante delle 

colture cellulari sono stati quantificati mediante una analisi radio-immunologica in fase 

solida. 

 

5.1.9. SAGGIO ELISPO. La risposta HIV-1-specifica dei linfociti T CD8+ e stata 

determinala come descritto in Propato A, et al; Hum Immunol 2001 [86]. Brevemente, le 

cellule T CD8+ purificate sono state piastrate (5x104 cellule/pozzetto) in piastre da 96 

pozzetti con fondo in nitrocellulosa (MAHA S4510; Millipore) ricoperte con 5 μg/ml di 

anticorpo monoclonale anti-human IFN-γ (Pharmigen); incubate con 2x105 cellule/pozzetto di 

PBMC autologhi (linfociti T CD8+-depleti, irradiati ad 5,000 rads e "caricati" con 10 μg/ml di 

peptidi di HIV-1 HLA-A2-ristretti). Dopo una incubazione di 6 ore a 37°C, le piastre sono 

state lavate e incubate per 2 ore a temperatura ambiente con 2 μg/ml di anticorpo biotinilato 

anti-human IFN-γ (Pharmigen). Dopo un lavaggio ed una incubazione di 90 minuti a 

temperatura ambiente con HRP-Streptavidina (diluito 1/500), gli spot sono stati quantificati 

con AID EliSpot Reader (AID GmbH, Strassberg, Germany). I risultati sono stati riportati 

come cellule formanti spot (SFC) per 106 cellule dopo la sottrazione del background. Le 

sequenze aminoacidiche dei 16 peptidi HLA-A2-ristretti utilizzati nello studio sono sotto 

elencate. 

 

 



Proteina posizione sequenza 
  

Proteina posizione Sequenza 
POL 125 KMIGGIGGFI   POL 156 LVGPTPVNI 
ENV 731 LLQLTVWGI   POL 764 MASDFNLPPV 
POL 438 KLVGKLNWA   ENV 134 KLTPLCVTL 
POL 306 YTAFTIPSI   NEF 158 LTFGWCFKL 
GAG 282 MTNNPPIPV   POL 175 CTLNFPISPI 
POL 762 RAMASDFNL   POL 869 KAACWWAGI 
POL 176 TLNFPISPI   POL 476 ILKEPVHGV 
POL 397 VLAEAMSQV   GAG 174 MVHQAISPR 
 

 

5.2. STUDIO EFFETTUATO IN BAMBINI HIV-1-INFETTI CON 

RISPOSTA DISCORDANTE ALLA TERAPIA 

5.2.1. PAZIENTI IN STUDIO. Lo studio retrospettivo è stato effettuato in 30 bambini 

HIV-1-infetti, nati da madri HIV-1-sieropositive. Il criterio di inclusione è stato la loro 

risposta ad HAART che ha permesso la loro suddivisione in 2 gruppi: (1) VR (virological 

responders, rispondenti virologici) costituito da 14 bambini che mostravano una risposta 

immunologica positiva alla terapia ed una soppressione prolungata nel tempo della 

replicazione virale (VL ≤400 copie di HIV-1 RNA/ml); (2) VNR (virological non-responders, 

non rispondenti virologici) costituito da 16 pazienti che mostravano una risposta 

immunologica positiva alla terapia in presenza di una persistente VL (VL >400 copie di HIV-

1 RNA/ml). Tutti i bambini al momento dell’inizio della terapia (baseline) erano naive per PI. 

La conta delle cellule T CD4+ e CD8+ ed i livelli plasmatici di HIV-1 RNA sono stati 

monitorati in ogni paziente durante tutto il follow-up. E’ stato utilizzato come controllo un 

gruppo composto da 17 bambini non infetti della medesima età dei pazienti arruolati, tutti nati 

da madri HIV-1-sieropositive. L’analisi immuno-fenotipica, di TREC e di LPS sono state 

effettuate in campioni di PBMC e di plasmi crio-preservati. 

 



5.2.2. ANALISI CITOFLUORIMETRICA DELLE SOTTOPOPOLAZIONI 

LINFOCITARIE T CD4+ E CD8+. L’analisi è stata effettuata mediante l’utilizzo degli 

anticorpi monoclonali anti-CD3 [fluorescein isothiocyanate (FITC)], anti-CD4 [peridinin 

chlorophyll protein (PerCP)], anti-CD8 (PerCP), anti-CD27 [phycoerythrin (PE)], anti- 

CD45RA [allophycocyanin (APC)], anti-CD38 (PE) mouse IgG1 (PE) e mouse IgG2b-APC 

come isotipi di controllo, tutti ottenuti da Becton-Dickinson (BD, Becton- Dickinson 

Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). L’acquisizione è stata effettuata al 

citofluorimetro FACSCalibur (BD) utilizzando il software CELLQuest (BD). Sono stati 

selezionati 50,000 eventi nella regione linfocitaria identificata mediante i parametri 

morfologici di dimensioni (forward scatter, FSC) e di granulosità (side scatter, SSC). Il 

numero assoluto delle differenti sottopopolazioni è stato calcolato moltiplicando la 

percentuale con il numero totale cellule T CD4+ e CD8+. L’espressione differenziale di 

CD45RA e CD27 è stata utilizzata per identificare le sottopopolazioni cellulari T: 

CD45RA+CD27+ (naive), CD45RA–CD27+ (central memory), CD4+CD45RA–/+CD27– 

(effector/memory), CD8+CD45RA–CD27– (pre-effector) e CD8+CD45RA+CD27– (CD8+ 

effector) [13,28] (Figura 7). 

 

5.2.3. ANALISI DELLA FORMA EPISOMALE DI RIARRANGIAMENTO DEL 

RECETTORE DELLE CELLULE T (TREC). L’output timico è stato valutato in 6 bambini 

VR e 7 VNR mediante la misurazione di TREC in campioni sequenziali dall’ingresso in 

HAART (baseline) e durante la terapia (1, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 mesi). I Livelli di TREC sono 

stati analizzati come descritto in Ometto L, et al; AIDS 2002 [69]. In breve, i lisati dei PBMC 

(80.000 cellule) sono stati amplificati mediante real-time PCR utilizzando i primers forward 

(5’-CACATCCCTTTCAA CCATGCT-3’) e reverse (5’-GCCAGCTGCAGGGTTTAGG-3’) 

e una probe (FAM-5’-ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT-3’-TAMRA). La 



quantificazione è stata effettuata mediante l’utilizzo di un plasmide contenente un frammento 

di TREC. I valori ottenuti sono stati normalizzati con quelli di β-actina ottenuti da una curva 

standard di cellule 8E51. 

 

5.2.4. ANALISI DEI LIVELLI PLASMATICI DI LIPOPOLISACCARIDE (LPS). 

Ogni campione di plasma è stato diluito 1/5 in H2O endorossina-free ed incubato a 70°C per 

10 minuti per inattivare le proteine plasmatiche. LPS plasmatico è stato quantificato con un 

kit commerciale (Limulus amoebocyte lysate QCL-1000). 

 

5.2.5. ANALISI STATISTICA. Le differenze tra i diversi parametri analizzati, espressi 

in valori mediani, sono state analizzate mediante test non-parametrici: il test Mann–Whitney 

per comparare i dati tra gruppi diversi e il Wilcoxon per comparare i dati all’interno dello 

stesso gruppo. La regressione lineare è stata effettuata con i valori di TREC e delle cellule 

CD4+CD45RA+CD27+ ottenuti da campioni sequenziali, la pendenza della retta (slope) di 

TREC/1 x 105 PBMC per giorno e di CD4+CD45RA+CD27+/μl per giorno è stata calcolata 

in ogni paziente. Le correlazioni tra i differenti parametri sono state effettuate utilizzando il 

test non-parametrico di Spearman. Le analisi sono state effettuate con il software statistico 

SPSS version 12.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 7. Schema esemplificativo di analisi dello stato di 
differenziamento/maturazione dei linfociti T CD4+ e CD8+ in un paziente pediatrico 
HIV-1-infetto. Le sottopopolazioni cellulari sono identificate tramite l’espressione 
differenziale dei recettori di superficie CD27 e CD45RA mediante tecnica 
citofluorimetrica.  



6. RISULTATI 

 

6.1. STUDIO EFFETTUATO IN BAMBINI HIV-1-INFETTI 

TRATTATI PRECOCEMENTE CON HAART 

 

6.1.1. CARATTERISTICHE DELLA POPOLAZIONE. Lo studio è stato effettuato in 6 

neonati HIV-1-infetti che hanno iniziato HAART entro 3 mesi di età. Le caratteristiche 

virologiche ed immunologiche al momento dell'inizio della terapia (baseline) sono mostrate in 

Tabella 1. L'età mediana di ingresso in HAART è stata di 2.75 mesi (range 2-3 mesi). Al 

baseline i neonati mostravano dei livelli plasmatici di HIV-1 RNA simili; il valore mediano 

del numero dei linfociti T CD4+ era di 1,827 cells/μl (range 969–2,880); un solo bambino 

aveva la percentuale delle cellule T CD4+ <25%. In 3 pazienti è stato effettuato l’isolamento 

virale, l’isolato primario in tutti i casi utilizzava il corecettore CCR5. I neonati erano 

asintomatici al momento di inizio della tripla terapia che includeva 2 NNRTI in combinazione 

con un PI o con un NRTI. Il periodo mediano di follow-up è stato di 61 mesi (range 40–87 

mesi) (Tabella 2). Dei 6 pazienti, 4 bambini non hanno cambiato la terapia iniziale durante 

tutto il follow-up, 2 (EA05 ed EA06), invece, hanno interrotto la terapia (TI). 

 

6.1.2. VARIAZIONI VIROLOGICHE ED IMMUNOLOGICHE DURANTE 

HAART. Dopo l’inizio di HAART, in tutti i bambini l’HIV-1 RNA plasmatico diveniva 

<400 copie/ml dopo un periodo mediano di 17.5 settimane (range 7-30 settimane) e <50 

copie/ml dopo 31 settimane (range 20–40 settimane). Nel periodo successivo la viremia 

plasmatica rimaneva costantemente non rilevabile ad eccezione di alcuni picchi di 

replicazione virale (blips) osservati in 4 pazienti che risultavano essere comunque <2,000 



copie/ml (Tabella 2). Al fine di comprendere come veniva controllata la replicazione virale 

sono stati analizzati i livelli di HIV-1 DNA provirale e di HIV-1 mRNA intra-cellulare. 

L’HIV-1 DNA rimaneva rilevabile durante tutto il periodo di follow-up in 4 bambini (EA1, 

EA2, EA3 e EA6) su 6 (Figura 8 A); in 3 pazienti, dove è stato misurato sia al baseline e sia 

dopo un mese di terapia, l’HIV-1 DNA si riduceva fortemente a 0.70 log10 copie/1×105 cellule 

nel soggetto EA4, a 0.14 log10 copie/1×105 cellule in EA1 ed a 0.06 log10 copie/1×105 cellule 

in EA06. La persistenza di HIV-1 DNA provirale e la presenza di blips della viremia 

plasmatica in questi 4 pazienti ha suggerito la persistenza di una replicazione virale residua. 

Per investigare su tale ipotesi, sono stati analizzati i livelli di HIV-1 mRNA intra-cellulare. 

L’HIV-1 RNAus e HIV-1 RNAms crollavano rapidamente dopo l’inizio di HAART, durante 

il follow-up rimanevano rilevabili solo in 2 bambini (EA01 and EA06), in EA2 si osservava 

un blip di HIV-1 RNAus. Nei pazienti EA04 e EA05, invece, tutti i parametri di HIV-1 

rimanevano persistentemente negativi. 

La percentuale dei linfociti T CD4+ nel sangue al baseline in tutti i neonati era normale 

rispetto alla loro età ad eccezione di EA03 in cui era <25%. Durante HAART, in tutti i 

bambini la percentuale delle cellule T CD4+ e la conta dei linfociti T CD4+ e CD8+ 

rimanevano costantemente all’interno dei valori normali rispetto alla loro età [38,87] (Figura 

8 C,B). 

 

6.1.3. RISPOSTA IMMUNITARIA HIV-1-SPECIFICA. In tutti i pazienti, ad 

eccezione di EA1 e EA6 in cui gli anticorpi HIV-1-specifici persistevano in circolo durante 

tutto il follow-up rendendo i pazienti sieropositivi, in tutti i pazienti gli anticorpi HIV-1-

specifici erano rilevabili per un periodo mediano di 13 mesi (range 12–14 mesi; Tabella 2) 

dopo del quale si osservava una sieronegatività che rimaneva costante nel tempo (Figura 8 B). 

La scomparsa di tali anticorpi era simile a quella osservata in bambini non infetti nati da 



madri HIV-1-positive [88] indicando una incapacità di produrre propri anticorpi HIV-1-

specifici. Suddetta ipotesi è stata confermata in un bambino dal test IVAP in cui è emerso che, 

sebbene vi era una sintesi in vitro di Ig totali in cellule trattate e non con PWM 

(rispettivamente di 0.201 μg/ml e di 0.513 μg/ml), la produzione di Ig HIV-1-specifiche era 

inferiore ai livelli di rilevazione [86]. 

La risposta HIV-1-specifica dei linfociti T CD8+ è stata analizzata in 5 bambini HLA-

A2+ dopo un periodo mediano di 37 mesi (range 33–49 mesi) dall’inizio della terapia 

utilizzando un saggio EliSpot. Come descritto nella Tabella 3, due bambini di cui uno 

sieronegativo (EA2) ed uno sieropositivo (EA6) non mostravano nessuna risposta HIV-1-

specifica verso i 16 peptidi presi in esame; al contrario 2 pazienti sieronegativi (EA03 e 

EA05) ed uno sieropositivo (EA01) mostravano una bassa risposta contro pochi peptidi. 

 

6.1.4. INTERRUZIONE DI HAART (TI). L’interruzione della terapia antiretrovirale 

(TI) è stata effettuata in 2 pazienti di cui uno (EA6) aveva valori rilevabili di HIV-1 DNA, 

HIV-1 mRNA e anticorpi HIV-1-specifici mentre non mostrava alcuna risposta HIV-1-

specifica dei linfociti T CD8+; l’altro (EA5) sieronegativo che mostrava una bassa risposta 

HIV-1-specifica dei linfociti T CD8+ e dei livelli non rilevabili in tutti i parametri virali 

durante tutto il follow-up (Figura 8 A). Nel paziente EA6, la viremia plasmatica aumentava 

fino ad un valore massimo di 5.18 log10 copie/ml nella 12a settimana di TI per poi stabilizzarsi 

a 4.50 log10 copie/ml durante il rimanente periodo di interruzione. E’ stato osservato, inoltre, 

che l’aumento di HIV-1 RNA plasmatico era preceduto da un incremento di HIV-1 DNA e 

HIV-1 RNAus (Figura 9 A). Nel bambino EA5 sieronegativo, invece, l’aumento della viremia 

plasmatica era più rapido e più elevato rispetto a quanto osservato in EA6 e raggiungeva il 

valore di 5.90 log10 copie/ml nella 4a settimana di TI. E’ da notare che, al contrario di EA6, in 

EA5 l’aumento di HIV-1 RNA plasmatico precedeva l’incremento di HIV-1 DNA (picco a 87 



copie/105 PBMC), HIV-1 RNAus (picco a 1,242 copie/106 copie di GAPDH) e HIV-1 

RNAms (picco a 820 copie/106 copie di GAPDH) nei PBMC. A causa del notevole aumento 

in tutti i parametri virali, la terapia è stata immediatamente ripresa. L'analisi delle sequenze 

virali effettuata nei virus isolati dalle cellule e dal plasma ha evidenziato l'assenza di 

mutazioni farmaco-resistenti durante HAART in tutti i pazienti (dati non mostrati). 

Durante il TI, sebbene sia stata osservata una lieve diminuzione nel numero delle cellule 

T CD4+ nel bambino EA5 (da 1,388 a 775 cellule/μl) e in EA6 (da 1,708 a 1,071 cellule/μl), 

la percentuale rimaneva >25% in entrambe i pazienti. Non è stata rilevata nessuna variazione 

del numero e della percentuale nei linfociti T CD8+ (dati non mostrati). 

La risposta HIV-1-specifica dei linfociti T CD8+ è stata effettuata nel paziente EA6 e 

EA5 prima e dopo il TI, rispettivamente dopo 1 mese e dopo 6 mesi dal ri-inizio della terapia. 

Come mostrato in Figura 9B, a differenza del bambino EA5 che non mostrava alcuna risposta 

HIV-1-specifica dei linfociti T CD8+, EA6 mostrava una risposta immunitaria cellulare 

contro diversi peptidi virali. 

 

 

6.2. STUDIO EFFETTUATO IN BAMBINI HIV-1-INFETTI CON 

RISPOSTA DISCORDANTE ALLA TERAPIA 

 

6.2.1. CARATTERISTICHE DELLA POPOLAZIONE. Lo studio retrospettivo è stato 

effettuato in 30 bambini HIV-1-infetti e in 17 non infetti, tutti nati da madri HIV-1-

sieropositive. I pazienti al momento dell’inizio della terapia antiretrovirale (baseline) erano 

naive per PI. Il regime HAART somministrato prevedeva una tripla combinazione di farmaci 

che comprendevano due inibitori della RT (zidovudine, lamivudine, stavudine o nevirapine) 

ed un PI (nelfinavir, indinavir o ritonavir) (Tabella 4). I bambini HIV-1-infetti sono stati 



studiati al baseline e dopo circa 2 anni (mediana di 23 mesi; rande 19-30 mesi) di HAART; in 

tutti è stata riscontrata una risposta immunologica positiva alla terapia. In base alla risposta 

virologica a HAART 14 bambini sono risultati rispondenti virologici (VR) e 16 non 

rispondenti virologici (VNR). 9 bambini appartenenti al gruppo VNR hanno mostrato una 

persistete carica virale sebbene avessero effettuato un cambio di terapia. 

 

6.2.3. CARATTERISTICHE IMMUNOLOGICHE E VIROLOGICHE DEI BAMBINI 

HIV-1-INFETTI. 

Le caratteristiche immunologiche e virologiche al baseline e dopo HAART sono 

descritte nella Tabella 5. Prima di iniziare HAART, i pazienti mostravano un valore mediamo 

della viremia plasmatica di 4.5 log10 copie di HIV-1 RNA/ml; la percentuale e la conta dei 

linfociti T CD4+ era significativamente più bassa del gruppo di controllo. In 

contrapposizione, la percentuale delle cellule T CD8+ era più elevata rispetto a quella 

osservata nei bambini non infettati. 

Al baseline non si osservavano rilevanti differenze nella conta e nella percentuale dei 

linfociti T CD4+ e CD8+ tra il gruppo VR e VNR. Dopo 2 anni di terapia, vi era un 

significativo aumento nella percentuale e nel numero delle cellule T CD4+ sia nei bambini 

VR (13–29%, P < 0.001, e 345–686 cellule/μl, P<0.001, rispettivamente) sia nei VNR (7–

17%, P = 0.001, e 210–433 cellule/μl, P = 0.008, rispettivamente); inoltre, nei linfociti T 

CD8+ la percentuale decresceva nei bambini VR (P = 0.003) mentre il numero assoluto non 

variava in entrambe i gruppi anche se tendeva ad aumentare nei VNR. 

 

6.2.4. SOTTOPOPOLAZIONI LINFOCITARIE T IN BAMBINI HIV-1-INFETTI E 

NON INFETTI AL BASELINE. Al baseline, rispetto al gruppo di controllo, i bambini HIV-

1-infetti mostravano una conta cellulare significativamente più bassa in tutte le 



sottopopolazione cellulari T CD4+ (naive 157 verso 415 cellule/μl, P < 0.0001; central 

memory 85 verso 290 cellule/μl, P < 0.0001; effector/memory 25 verso 77 cellule/μl, P = 

0.0002 e CD38+ 65 verso 209 cellule/μl, P < 0.0001) (Figura 10 A) e, al contrario, valori più 

elevati in tutte le sottopopolazioni T CD8+ (central memory 204 verso 121 cellule/μl, P = 

0.038; pre-effectors 131 verso 34 cellule/μl, P = 0.002; cytotoxic effector 185 verso 37 

cellule/μl, P = 0.001; e CD38+ 116 verso 25 cellule/μl, P = 0.0001) eccetto nelle cellule naive 

che erano significativamente più basse nei pazienti rispetto ai bambini non infetti (191 verso 

316 cellule/μl, P = 0.006) (Figura 10 B). 

 

6.2.5. VARIAZIONI DELLE SOTTOPOPOLAZIONI T IN BAMBINI VR E VNR 

DURANTE HAART. Al baseline, sebbene non siano state riscontrate differenze 

significative nelle sottopopolazioni T CD4+ e CD8+ tra i bambini VR e VNR, la conta 

cellulare delle cellule T CD8+ pre-effector (CD45RA–CD27–), effector (CD45RA+CD27–) e 

CD38+ era più variabile nei bambini VNR rispetto ai VR (Figura 11 A,B). Dopo 2 anni di 

HAART, il numero di cellule T CD4+ aumentava nei 2 gruppi ma in modo differente. Nei 

bambini VR, l’aumento periferico delle cellule T CD4+ era significativo nelle 

sottopopolazioni naive (168–462 cellule/μl, P = 0.001), central memory (97–213 cellule/μl, P 

= 0.002) ed effector/memory (32–59 cellule/μl, P = 0.035) e raggiungeva valori simili a quelli 

osservati nel gruppo di controllo (Figura 12 A); al contrario, nei VNR l’aumento significativo 

interessava solo il compartimento delle cellule T CD4+ naive (113–263 cellule/μl, P = 0.015) 

mentre le altre sottopopolazioni non variavano rimanendo significativamente più basse 

rispetto al gruppo di controllo (Figura 12 B). E’ stato riscontrato, inoltre, un aumento delle 

cellule T CD4+CD38+ sia nei bambini VR sia nei VNR (66–142 cellule/μl, P = 0.002, e 65–

124 cells/ml, P = 0.045, rispettivamente; Figura 12 A,B). Una correlazione positiva tra il 

numero delle cellule T CD4+CD38+ e CD4+CD45RA+CD27+ è stata osservata al baseline e 



dopo HAART sia nel gruppo VR (al baseline rs = 0.84, P = 0.0002; e dopo HAART rs = 0.55, 

P = 0.05) sia nel VNR (rs = 0.91, P < 0.0001; e rs = 0.80, P = 0.0002, rispettivamente; Figura 

13). E' stata osservata anche una correlazione positiva tra l'incremento del numero di cellule T 

CD4+CD38+ e CD4+CD45RA+CD27+ in entrambe i 2 gruppi di pazienti (VR, rs = 0.51, 

P=0.04; e VNR rs = 0.96, P < 0.0001). Sebbene la conta cellulare dei linfociti T CD8+ nei 

pazienti non variava durante HAART (Tabella 5), è stato riscontrato un aumento significativo 

nella sottopopolazione T CD8+ naive sia nei bambini VR (da 195 a 358 cellule/μl, P = 0.006) 

e sia nei VNR (da 65 a 288 cellule/μl, P=0.004; Figura 12 C,D). Nessun cambiamento 

significativo è stato riscontrato nelle altre sottopopolazioni T CD8+ (central memory, pre-

effector e cytotoxic effector) nei 2 gruppi sebbene il numero assoluto delle cellule tendeva ad 

aumentare nel gruppo VNR. Le cellule T CD8+CD38+ diminuivano significativamente solo 

nei bambini VR (107–60 cellule/μl, P = 0.003), mentre rimanevano elevate nei VNR. 

 

6.2.6. RELAZIONE TRA TREC E CELLULE T CD4+ NEI BAMBINI VR E 

VNR. I livelli di TREC sono stati quantificati durante HAART in campioni sequenziali di 6 

bambini VR e 7 VNR. Prima di iniziare la terapia, i livelli di TREC e il numero di cellule T 

CD4+CD45RA+CD27+ nei bambini VR non differivano significativamente da quelli rilevati 

nei VNR (Figura 14 A,B). Dopo 2 anni di HAART, i livelli di TREC aumentavano 

significativamente sia nei bambini VR (1503–5018 TREC/1x105 PBMC, P = 0.04) sia nei 

VNR (595–2117 TREC/1x105 PBMC, P = 0.03, Figura 14 A). In questo sottogruppo di 

pazienti HIV-1-infetti, l'aumento delle cellule T CD4+CD45RA+CD27+ riscontrato nei 2 

gruppi (Figura 14 B) rifletteva quello rilevato nell'intera popolazione VR e VNR in studio 

(Figura 12). E' stata riscontrata una correlazione positiva tra i livelli di TREC ed il numero di 

cellule T CD4+CD45RA+CD27+ nei 2 gruppi prima (VR, rs = 0.94, P = 0.005; VNR, rs = 

0.83, P = 0.01) e dopo HAART (VR, rs = 0.88, P=0.0019; VNR, rs = 0.81, P = 0.015). 



Sebbene l’aumento di TREC nel gruppo VR non differiva significativamente da quello dei 

VNR, l’incremento nelle cellule T CD4+ naive era più basso nei VNR rispetto ai VR (Figura 

14 C,D). L’aumento di TREC, inoltre, correlava positivamente con quello dei linfociti T 

CD4+ naive nei bambini VR (rs = 0.90, P = 0.037), mentre non si osservava nessuna 

associazione nei VNR (rs = 0.48, P = 0.33). 

 

6.2.7. LIVELLI PLASMATICI DI LPS NEI BAMBINI HIV-1-INFETTI. I livelli di 

LPS al baseline erano significativamente più elevati nei pazienti rispetto al gruppo di 

controllo (P = 0.0001; Figura 15 A), inoltre all’interno dei 2 gruppi in studio non si 

osservavano sostanziali differenze sebbene nei bambini VNR i livelli plasmatici di LPS 

tendevano ad essere lievemente più elevati. Dopo 2 anni di HAART (Figura 15 B) i valori di 

LPS, mentre non variavano nei bambini VR, nei pazienti VNR incrementavano 

significativamente da 56 a 67 pg/ml (P = 0.035). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Tabella 1. Caratteristiche della popolazione in studio al baseline 

Pazienti 

CD4+ 

cellule/µL 

(%) 

Plasma HIV-1 

RNA, log10 

copie/ml 

Fenotipo dell'isolato 

virale 

Eta inizio ART, 

mesei 
Terapia antiretrovirale 

EA01 2880 (32) 6.0 R5 3 AZT, 3TC, NVP 

EA02 1361 (27) 5.3 nd 2 d4T, 3TC, NVP 

EA03 969 (16) 4.8 nd 2 AZT, 3TC, NVP 

EA04 1950 (32) 6.0 R5 2.5 d4T, ddI, NFV 

EA05 1872 (36) 6.0 nd 3 AZT, 3TC, NFV 

EA06 1783 (33) 6.0 R5 3 d4T, ddI, NFV 

 

AZT, zidovudina; ddI, didanosina; d4T, stavudina; ND, non determinati; NFV, nelfinavir; NVP, nevirapina; 

3TC, lamivudina. 

 

 

 

Tabella 2. Follow-up dei bambini in ART 

Pazienti 

HIV-1 RNA 

<400 

copie/ml, 

settimane 

HIV-1 RNA 

<50  

copie/ml, 

settimane 

Sieroconversione, 

mesi 

Blips di HIV-1 

RNA, copie/ml

Periodo di 

follow-up, 

mesi 

Periodo di 

follow-up dopo 

TI, mesi 

EA01 10 20 - 95/261/1580 49 - 

EA02 7 30 13 94/86 56 - 

EA03 30 40 14 130/119 40 - 

EA04 28 32 12 - 66 - 

EA05 8 22 13 - 87 49 

EA06 25 33 - 159/135/557/932 70 56 

 
TI, interruzione di terapia 
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Figura 8. Profili virologici ed immunologici dei bambini HIV-1-infetti durante il 
trattamento precoce con ART. (A) Cinetica di HIV-1 RNA plasmatico, HIV-1 DNA, 
HIV-1 RNAus, e HIV-1 RNAms. La linea orizzontale rappresenta il limite inferiore di 
rilevazione del test per l’HIV-1 RNA plasmatico. (B) Numero di cellula T CD4+ e 
CD8+ e livelli di anticorpi anti-HIV-1 determinati mediante saggio ELISA. Il codice di 
identificazione dei pazienti è riportato all’interno di ogni pannello. La linea 
orizzontale rappresenta il limite inferiore di rilevazione del test per gli anticorpi 
anti-HIV-1. Le frecce in basso indicano il momento in cui è stato effettuato il saggio 
EliSpot. OD, densità ottica.  



 

 

Tabella 3. Risposta HIV-1-peptide specifica dei linfociti T CD8+ in bambini trattati precocemente con HAART. I valori sono espressi come 
cellule formanti spot (SFC)/106 cellule 

 peptidi HLA-A2 

Pazienti POL 
125 

ENV 
731 

POL 
438 

POL 
306 

GAG 
282 

POL 
762 

POL 
176 

POL 
397 

POL 
156 

POL 
764 

ENV 
134 

NEF 
158 

POL 
175 

POL 
869 

POL 
476 

GAG 
77 

EA01 
(49)* - - - - - - 215 - - - - - - - - - 

EA02 
(33)* - - - - - - - - - - - - - - - - 

EA03 
(34)*  150 - 135 - - - - - - - - - - - - - 

EA05 
(38)* - - - - - - - - - - 20 - - - 50 20 

EA06 
(37)* - - - - - - - - - - - - - - - - 

* il tempo (espresso in mesi) in cui è stato effettuato il saggio EliSpot 
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Figura 9. Cinetica della replicazione virale durante l’interruzione di terapia (TI). (A) 
Variazione di HIV-1 RNA plasmatico e dei livelli intra-cellulari di HIV-1 DNA, HIV-1 
RNAus e HIV-1 RNAms in un bamnino HIV-1-infetto sieropositivo (EA6) e uno 
sieronegativo (EA5). L’area grigia indica il periodo di TI. (B) Risposta dei linfociti T 
CD8+ ai peptidi di HIV-1 determinata mediante saggio EliSpot prima (colonna 
bianca) e dopo (colonna nera) TI. I risultati sono espressi in cellule formanti spot 
(SFC)/106 cellule. 

 

 



 

 

Tabella 4. Terapia antiretrovirale altamente efficace (HAART) somministrata a 30 

bambini HIV-1-infetti di cui 14 rispondenti virologici (VR9 e 16 non rispondenti 

virologici (VNR) 

Pazienti VR Pazienti VNR 

Paziente 
Regime 

terapeutico 
Paziente 

Regime 

terapeutico 

Variazione della 

terapia 

 

VR1 

 

3TC, d4T, RTV 

 

VNR1 

 

AZT, 3TC, RTV 

 

3TC, d4T, NFV 

VR2 AZT, 3TC, RTV VNR2 3TC, d4T, NFV - 

VR3 3TC, d4T, IDV VNR3 3TC, d4T, RTV AZT, 3TC, NFV 

VR4 AZT, 3TC, NFV VNR4 AZT, 3TC, IDV 3TC, d4T, NFV 

VR5 AZT, 3TC, NFV VNR5 AZT, 3TC, NFV - 

VR6 3TC, d4T, NFV VNR6 3TC, d4T, NFV 3TC, d4T, RTV 

VR7 AZT, 3TC, NFV VNR7 3TC, d4T, IDV - 

VR8 3TC, d4T, RTV VNR8 3TC, d4T, IDV 3TC, d4T, NFV 

VR9 AZT, 3TC, NFV VNR9 AZT, 3TC, RTV AZT, 3TC, NFV 

VR10 3TC, d4T, IDV VNR10 3TC, d4T, NFV - 

VR11 AZT, 3TC, NFV VNR11 3TC, d4T, NFV - 

VR12 AZT, 3TC, RTV VNR12 3TC, d4T, NFV - 

VR13 AZT, NVP, IDV VNR13 3TC, d4T, RTV 3TC, d4T, IDV 

VR14 3TC, d4T, NFV VNR14 3TC, d4T, NFV - 

VNR15 AZT, 3TC, IDV 3TC, d4T, RTV 
 

VNR16 3TC, d4T, NFV 3TC, d4T, RTV 

 

AZT, zidovudina; d4T, stavudina; IDV, indinavir; NFV, nelfinavir; NVP, nevirapina; RTV, 

ritonavir; 3TC, lamivudina. 

 
 



 

Tabella 5. Caratteristiche immunologiche e virologiche della popolazione pediatrica HIV-1-infetta in trattamento con HAART 
 
          
          

 Rispondenti virologici  Non rispondenti virologici  

Caratteristiche 
Gruppo di 
controllo* 

Bambini HIV-1-
infetti prima di 

HAART Pa Baseline Dopo HAART Pb Baseline Dopo HAART Pb 
          
          

Numero di 
bambini 

17 30  14 14  16 16  

 
 

         

Età in anni 8.7 (2.5-17) 9.3 (2-14)  9.4 (2.8-14.2) 11.8 (4.8-16)  6.4 (2-14) 8.4 (4-17)  
 
 

         

Sottopopolazioni linfocitarie         
 
 

         

% CD4+ 28.8 (11-49) 10 (0-34) <0.001 13.3 (0-34) 28.8 (18-49) <0.001 7.4 (2.5-29) 17.6 (6.5-35.7) 0.001 
 
 

         

CD4+/μl 750 (369-2338) 272 (5-916)  <0.001 345 (5-571) 686 (439-1851) <0.001 210 (10-916) 433 (63-1126) 0.008 
 
 

         

% CD8+ 17.5 (9.9-29.1) 44 (6-72) <0.001 42.6 (25-72) 32.3 (19-54) 0.003 46 (20-58) 51 (23-70) 0.387 
 
 

         

CD8+/μl 509 (239-1884) 739 (99-3664) 0.12 702 (225-2046) 858 (286-1570) 0.391 896 (99-3664) 1078 (284-3451) 0.332 
 
 

         

CD4+/CD8+ 1.9 (1-3.1) 0.4 (0.1-1.2) <0.001 0.4 (0.1-1.2) 1 (0.4-2) <0.001 0.3 (0.1-0.9) 0.6 (0.1-1.3) 0.004 
 
 

         

HIV-1 RNA log10 
copie/ml - 4.5 (2.6-6.1) - 4.3 (3.2-5.6) 1.6 (1.6-2.4) <0.001 4.9 (2.6-6.1) 4.7 (2.9-5.6) 0.033 
          
 

 
*Gruppo di controllo: bambini non infetti. I valori sono stati espressi come mediane (range). Pa tra il gruppo di controllo e tutti i bambini HIV-1-infetti 
prima dell’inizio della terapia. Pb tra il baseline e dopo l’inizio della terapia in bambini VR e VNR. 
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Figura 10. Caratteristiche fenotipiche delle sottopopolazioni cellulari T CD4+ e CD8+ in 17 bambini non infetti e 30 bambini HIV-1-infetti 
prima dell'inizio di HAART. L'espressione di CD27, CD45RA e CD38 è stata analizzata nelle cellule T CD3+CD4+ (A) e CD3+CD8+ (B). I 
rettangoli e le barrette rappresentano rispettivamente 25ht-75th e 10th-90th percentile; la linea centrale è la mediana. P è stato 
determinato con il test Mann-Whitney. 
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Figura 11. Sottopopolazioni cellulari T CD4+ (A) e CD8+ (B) in 14 bambini VR e in 16 bambini VNR prima dell'inizio di HAART. I 
rettangoli e le barrette rappresentano rispettivamente 25ht-75th e 10th-90th percentile; la linea centrale è la mediana. P è stato 
determinato con il test Mann-Whitney. 

 

 



 

 

Baseline dopo HAARTbambini non infetti

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

CD27
CD45RA

+
+

Naive

+
-

Central 

-
-/+

Effector 
memory

CD38+

0.015 0.045

0.037 0.0004 0.006 0.021

B

memory

A

0.001

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

CD27
CD45RA

+
+

Naive

+
-

Central 
memory

-
-/+

Effector 
memory

CD38+

0.002 0.035 0.002

ns ns ns ns

C

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

CD27
CD45RA

+
+

Naive

+
-

Central 
memory

-
-

Pre
effector

CD38+
-
-

Effector

0.006 0.009

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

CD27
CD45RA

+
+

Naive

+
-

Central 
memory

-
-

Pre
effector

CD38+
-
-

Effector

0.004

D

ce
llu

le
 T

 C
4+

/
l

D
μ

ce
llu

le
 T

 C
/

l
D

8+
μ

ce
llu

le
 T

 C
4+

/
l

D
μ

ce
llu

le
 T

 C
/

l
D

8+
μ

 
 

Figura 12. Ripopolazione delle cellule T in bambini VR e VNR. L'espressione di 
CD27, CD45RA e CD38 in cellule T CD3+CD4+ T (A e B) e CD3+CD8+ (C e D) sono 
stati analizzati in 14 bambini VR (A e C) e 16 VNR (B e D) prima e dopo 2 anni di 
HAART. I dati sono stati confrontati con quelli ottenuti da 17 bambini non infetti. I 
rettangoli e le barrette rappresentano rispettivamente 25ht-75th e 10th-90th 
percentile; la linea centrale è la mediana. P sono stati determinati con i test 
Wilcoxon e Mann-Whitney. 
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Figura 13. Relazione tra il numero di cellule T CD4+ naive (CD45RA+CD27+) e 
CD4+CD38+ in 14 bambini VR e in 16 VNR. La correlazione tra questi parametri è 
riportata nel gruppo VR prima (A) e dopo HAART (B) e nel VNR (rispettivamente in 
C e D). rs, coefficiente di correlazione di Spearman. 
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Figura 14. Dinamica dell'output timico e delle cellule T CD4+CD45RA+CD27+ in 6 
bambini VR e 7 VNR. I livelli di TREC (A) e delle cellule T CD4+ naive (B) sono stati 
analizzati prima e dopo 2 anni di HAART. La pendenza (slope) di TREC (C) e delle 
cellule T CD4+CD45RA+CD27+ (D) nei bambini VR e VNR. I rettangoli e le barrette 
rappresentano rispettivamente 25ht-75th e 10th-90th percentile; la linea centrale è 
la mediana. P sono stati determinati con i test Wilcoxon (A e B) e Mann–Whitney U 
(C e D). 
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Figura 15. Translocazione microbica in bambini HIV-1-infetti. I livelli plasmatici di LPS sono stati determinati in bambini non infettati e 
in bambini HIV-1-infetti prima dell’inizio di HAART (A) ed in pazienti VR e VNR prima e dopo la terapia (B). I rettangoli e le barrette 
rappresentano rispettivamente 25ht-75th e 10th-90th percentile; la linea centrale è la mediana. *P< 0.001 comparando il gruppo di 
controllo con i bambini HIV-1-infetti. 

 

 



7. DISCUSSIONE 
 

L'infezione perinatale da HIV-1 è acquisita quando il sistema immunitario del bambino 

è in fase di sviluppo ed è caratterizzata da un'elevata e non controllata replicazione virale; 

tutto ciò conduce ad una rapida progressione della malattia in assenza di ART [29]. Una 

diagnosi molto precoce ed un trattamento terapeutico efficace durante l’infezione primaria 

potrebbero diminuire la diffusione del virus nell’organismo e preservare la funzione 

immunitaria riducendo, pertanto, la progressione clinica della malattia. Sebbene l'introduzione 

di HAART abbia modificato enormemente il corso dell’infezione da HIV-1 nell'adulto e nel 

bambino, permettendo una riduzione della VL sino a dei valori non rilevabili ed un recupero 

periferico dei linfociti T CD4+, sono poche le informazioni presenti in letteratura sulla sua 

efficacia durante l'infezione primaria nel bambino. Non sono chiari, inoltre, i meccanismi che 

sostengono l'immunoricostituzione in presenza di fallimento virologico della terapia 

nell'infezione pediatrica da HIV-1. 

Al fine di incrementare le scarse informazioni sull'effetto della somministrazione 

precoce di ART sulla progressione dell’infezione perinatale da HIV-1 abbiamo analizzato la 

dinamica virale e la risposta immunitaria in neonati che hanno iniziato la terapia 

antiretrovirale entro i 3 mesi di età. Tutti i bambini hanno mostrato una risposta virologica a 

HAART: dopo il declino iniziale della VL, è stata osservata una prolungata soppressione della 

replicazione virale, che rimaneva costantemente non rilevabile, ad eccezione di sporadici blips 

durante il lungo follow-up. Tali risultati sono in accordo con quanto riportato in letteratura 

[58]. Sebbene i bambini fossero aviremici, l’HIV-1 DNA è stato persistentemente rilevato nei 

PBMC di 4 bambini su 6. Questa costante presenza potrebbe essere causata da cellule 

latentemente infettate con una lunga emivita e/o da nuove cellule infettate [88]. In 4 bambini i 

markers per la replicazione virale (HIV-1 RNAus e HIV-1 RNAms) erano costantemente 



negativi; tuttavia l'assenza di HIV-1 mRNA non può escludere la presenza di una replicazione 

virale inferiore ai limiti di rilevazione. 

Per quanto riguarda la risposta immunitaria al virus, solo 2 neonati, in cui erano stati 

rilevati gli mRNA virali, risultavano sieropositivi per tutto il follow-up, gli altri bambini dopo 

la perdita degli anticorpi materni rimanevano sieronegativi in quanto non sviluppavano propri 

anticorpi anti-HIV-1. Inoltre, in tutti i bambini era pressoché ridotta o assente la risposta dei 

linfociti T CD8+ verso la maggior parte di epitopi di HIV-1 testati. Tale fenomeno potrebbe 

essere dovuto ad una sottostima a causa dell’utilizzo di peptidi HLA-A2-ristretti; tuttavia 

questo approccio ha permesso di analizzare nella nostra corte 5 bambini su 6. Un recente 

studio ha evidenziato che nell’adulto la somministrazione di ART durante la fase primaria 

dell’infezione da HIV-1 è associata ad una soppressione virale prolungata nel tempo e, in 

pochi casi, ad una incompleta risposta umorale al virus che potrebbe essere causata da una 

stimolazione antigenica insufficiente a sostenere una risposta HIV-1-specifica umorale [89]. 

Di conseguenza, l’assenza di una risposta HIV-1-specifica umorale e cellulare nei bambini in 

HAART precoce potrebbe riflettere la mancanza di una appropriata stimolazione antigenica 

(sia in termini di durata che di intensità) che permetta lo sviluppo di una risposta specifica in 

un sistema immunitario immaturo [19]. A sostegno di tale ipotesi, uno studio effettuato in 

bambini che avevano iniziato ART ad 1 anno di età ha evidenziato che la risposta HIV-1-

specifica delle cellule T CD8+ era dipendente dalla carica virale. Al contrario, nei pochi studi 

effettuati in neonati che hanno iniziato ART entro i 3 mesi di vita, la risposta delle cellule T 

CD8+ era molto ridotta indipendentemente dai livelli della viremia plasmatica [90]. Questo 

suggerisce che l’inizio della terapia nel primo mese di vita potrebbe alterare il “livello soglia” 

del virus necessario ad innescare una risposta immunitaria HIV-1-specifica. 

L’analisi della cinetica virale nel plasma e nei PBMC durante l’interruzione di terapia 

(TI) ha evidenziato una differente risposta virologica ed immunologica nel bambino 



sieropositivo rispetto a quello sieronegativo. Nel bambino sieropositivo (EA06) vi era un 

rapido aumento di HIV-1 DNA e di HIV-1 RNAus che precedeva l’incremento della viremia 

indicando una costante presenza di cellule infettate nel sangue in cui il virus inizia a replicare 

quando viene interrotta la terapia. Nel bambino sieronegativo (EA05), l’aumento della 

viremia precedeva quello nei PBMC indicando presumibilmente che le cellule latentemente 

infettate erano in un compartimento differente da quello sanguigno [91]. E’ interessante 

notare che la risposta cellulare HIV-1-specifica è stata riscontrata solo nel bambino che è 

rimasto in TI per 36 settimane mentre era pressoché assente in quello che era rimasto per un 

breve tempo in TI. Questi dati supportano l’ipotesi che l’intensità e la durata dell’esposizione 

ad antigeni virali sia cruciale per innescare una risposta immunitaria contro HIV-1. 

L’immuno-ripopolazione indotta da HAART nel bambino può avvenire anche in 

presenza di una persistente replicazione virale [64,68-72]. Al fine di incrementare le scarse 

informazioni sull’immunoricostituzione in bambini HIV-1-infetti, abbiamo investigato sulla 

ripopolazione periferica del sistema immunitario in presenza ed in assenza di una risposta 

virologica alla terapia. Nello studio abbiamo dimostrato che l’immunoricostituzione nei 

bambini VR e nei VNR è completamente differente a livello del compartimento cellulare T 

CD4+ e CD8+. L’immuno-attivazione, inoltre, diminuiva nei pazienti VR, mentre nei VNR 

rimaneva elevata e tendeva ad aumentare. 

Prima di iniziare HAART, i pazienti VR e VNR avevano valori simili di VL plasmatica 

e non mostravano differenze sia all’interno delle sottopopolazioni T sia nei livelli di TREC. 

Quando i pazienti venivano comparati con il gruppo di controllo, si osservava nei bambini VR 

e VNR una deplezione in tutte le sottopopolazioni cellulari T CD4+ ma un aumento in tutte le 

sottopopolazioni T CD8+ ad eccezione delle cellule naive. I pazienti, inoltre, mostravano un 

elevato numero di cellule T CD8+CD38+ attivate. Questi dati sono in accordo con il concetto 



che l’infezione da HIV-1 conduce sia ad una attivazione sia ad un differenziamento dei 

linfociti T CD8+ spingendoli da naive verso l’ultimo stadio maturativo [92]. 

Dopo 2 anni di HAART, l’immunoricostituzione nei bambini VR avveniva in tutte le 

sottopopolazioni cellulare T CD4+, mentre nei VNR avveniva solo a livello delle cellule T 

CD4+ naive. Un dato interessante è, inoltre, l’aumento significativo dei livelli di TREC 

rilevato in entrambe i gruppi in studio. Questi risultati sono in accordo con quanto riportato in 

letteratura [64,68,69,71] ed indicano che una persistente viremia durante HAART non 

impedisce un aumento delle funzionalità timica e, conseguentemente, il rilascio di nuove 

cellule naive. Una ulteriore conferma è data dall’aumento dei linfociti T CD8+ naive 

riscontrato sia nei bambini VR sia nei VNR. Tuttavia, l’aumento nei livelli di TREC correlava 

con l’incremento del numero di cellule T CD4+ naive solo nei bambini VR, in accordo con 

quanto osservato in Ometto L, et al; AIDS 2002 [69]. Inoltre, per un simile aumento dei livelli 

di TREC, l’incremento nelle cellule T CD4+ naive era inferiore nel gruppo dei VNR rispetto 

ai VR. E’ possibile che, in un contesto di persistente replicazione virale, le cellule emigrate 

dal timo vengano attivate da antigeni virali in circolo, proliferino e si differenzino in cellule 

memory [93], le quali sono più suscettibili all’infezione da HIV-1 delle naive. Sebbene il 

meccanismo con cui avvenga la parziale immunoricostituzione nei bambini VNR non sia ben 

chiaro, è possibile che HAART prevenga la replicazione virale nelle cellule T progenitrici 

[94,95]; inoltre, la bassa capacità replicativa di virus farmaco-resistenti e la variazione del co-

recettore utilizzato dal virus (da CXCR4 espresso nelle cellule naive a CCR5 presente nelle 

cellule T CD4+ memory) [70,94,96] potrebbero contribuire, probabilmente, alla ripopolazione 

periferica dei linfociti T CD4+ naive. 

L’aumento delle cellule T CD4+CD38+ riscontrato nei bambini VR e VNR correlava 

positivamente con l’aumento delle cellule T CD4+ naive. A differenza di quanto osservato 

nell’adulto, questo dato suggerisce che nel bambino il recettore CD38 nei linfociti T CD4+ è 



un marker di immaturità cellulare piuttosto che di attivazione [97,98]. A sostegno di ciò, è 

stato riscontrato che la sua espressione nei linfociti T CD4+ è elevata nelle cellule naive [99], 

decresce con il passare del tempo [38] ed aumenta durante l’immunoricostituzione [97,98]. 

In questo studio abbiamo, inoltre dimostrato che la persistente viremia impedisce 

l’espansione dei linfociti T CD4+ memory ed effector. Nei bambini VR queste 

sottopopolazioni cellulari aumentavano raggiungendo livelli simili a quelli riscontrati nel 

controllo non infetto. Tale ripopolazione potrebbe essere dovuta ad una 

espansione/differenziamento delle cellule T CD4+ memory ed effector, ad una ridistribuzione 

dai tessuti e dai linfonodi alla periferia e ad una riduzione dell’apoptosi [100]. Nei bambini 

VNR queste popolazioni cellulari invece rimanevano significativamente più basse. Tale 

fenomeno potrebbe essere dovuto alla costante presenza di virioni in circolo e alla più elevata 

suscettibilità di queste sottopopolazioni linfocitarie all’infezione da HIV-1 rispetto alle cellule 

naive [93,101]. La deplezione periferica osservata potrebbe essere anche indotta da una 

riduzione della proliferazione cellulare e da un incremento della morte cellulare [100]. 

Sebbene sarebbe stato interessante utilizzare dei markers per quantificare l’apoptosi e la 

proliferazione cellulare in questi pazienti, purtroppo non è stato possibile a causa dell’esiguo 

numero di cellule disponibili e della tipologia del campione che era criopreservato. 

Per quanto riguarda il compartimento cellulare T CD8+, sebbene nessuna variazione 

significativa sia stata osservata a livello delle cellule memory e delle 2 sottopopolazioni 

effettrici, il numero di cellule nei bambini VNR tendeva ad aumentare suggerendo che HIV-1 

induca una stimolazione ed una attivazione cronica in questi pazienti. Questa ipotesi è 

supportata dal dato osservato nei linfociti T CD8+CD38+ attivati che diminuivano 

significativamente nei pazienti VR mentre rimanevano elevati nei VNR. La riduzione 

dell’espressione di CD38 rilevata nel gruppo VR potrebbe riflettere una riduzione della 

stimolazione antigenica causata da una viremia plasmatica non rilevabile [97,102]. A 



differenza dell’adulto, nel bambino l’incremento dell’espressione di CD38 durante la terapia 

antiretrovirale, se nei linfociti T CD4+ è considerato un marker prognostico positivo perché 

legato ad un aumento di cellule naive, nelle cellule T CD8+, invece, è considerato un marker 

prognostico negativo in quanto è fortemente associato all’immuno-attivazione [97,103,104]. 

L’immuno-attivazione è indotta non solo da HIV-1 ma anche da altri patogeni. 

L’infezione da HIV-1 avviene principalmente a livello del tratto gastro-intestinale dove si 

verificano delle alterazioni nella componente immunologica presente nella mucosa (rapida 

deplezione delle cellule T CD4+ effettrici). Questo danno conduce, conseguentemente, ad una 

translocazione di microbi e di prodotti microbici come LPS, una potente molecola immuno-

stimolatrice che influenza l’attivazione sistemica del sistema immunitario. Al baseline, i 

livelli di LPS plasmatico erano più elevati nei pazienti rispetto ai bambini non infetti. A 

differenza di quanto osservato nell’adulto HIV-1-infetto in cui è stata osservata una riduzione 

dei livelli di LPS durante ART [82], nei bambini VR i livelli plasmatici di LPS rimanevano 

stabilmente elevati mentre nei VNR tendevano ad aumentare durante HAART. Questi risultati 

supportano l’ipotesi che la persistente immuno-attivazione nel bambino potrebbe essere 

causata non solo da antigeni di HIV-1 ma anche da altri patogeni e da prodotti microbici. 

In conclusione, la terapia precoce è associata ad un controllo prolungato della 

replicazione virale e ad un buon risultato sia clinico che immunologico. Tuttavia, la 

permanenza di HIV-1 nei bambini sieronegativi aviremici conferma che la terapia precoce è 

incapace di eradicare l’infezione e potrebbe impedire una risposta immunitaria virus-

specifica. Questi risultati possono fornire informazioni importanti per pianificare una corretta 

strategia terapeutica in neonati HIV-1-infetti. L’elevata soppressione della replicazione virale 

suggerisce che sia possibile semplificare successivamente il regime terapeutico. Tale regime, 

pertanto, potrebbe essere sufficiente per controllare la replicazione virale a lungo termine ed 

indurre una risposta immunitaria HIV-1-specifica. L’assenza della risposta immunitaria 



osservata in questi pazienti suggerisce anche che la somministrazione di un vaccino 

terapeutico in grado di indurre una risposta HIV-1-specifica potrebbe essere un ulteriore aiuto 

per controllare precocemente la replicazione virale. Inoltre l’interruzione della terapia nei 

neonati trattati precocemente potrebbe essere utilizzata al pari di un vaccino terapeutico per 

favorire lo sviluppo di una risposta HIV-1-specifica in un sistema immunitario immaturo ed 

in via di sviluppo. Abbiamo dimostrato, inoltre, che la somministrazione prolungata di 

HAART in bambini HIV-1-infetti induce una immuno-ripopolazione in tutte le 

sottopopolazioni T CD4+ solo nei pazienti che mostrano una risposta virologica alla terapia. 

La persistente viremia non sembra avere effetto sull’output timico e sull’aumento delle cellule 

T CD4+ e CD8+ naive ma impedisce l’espansione periferica nelle altre sottopopolazioni 

cellulari T CD4+. La costante presenza di virioni e di antigeni di HIV-1, insieme ai prodotti 

microbici in circolo, sostengono gli elevati livelli di cellule T CD8+CD38+ attivate. La 

persistenza dell’immuno-attivazione potrebbe in seguito determinare la progressione in AIDS. 

Infine, nei bambini, l’espressione di CD38 nella popolazione linfocitaria T CD4+ e CD8+ 

potrebbe essere un utile marker prognostico predittivo sull’efficienza della terapia 

antiretrovirale somministrata. 
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