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1- INTRODUCCION



1.1.- Antecedentes historicos de la infeccion por el VIH.

A principios del siglo XX aparecen las primeras investigaciones sobre los
retrovirus, tras identificarse en animales unos agentes transmisibles capaces de inducir
leucemias y tumores. Desde la década de 1970, los avances en las técnicas de cultivo de
células animales y en genética molecular han contribuido enormemente al desarrollo de

la virologia.

En el afo 1970, Temin (Temin & Mizutani, 1970) y Baltimore (Baltimore, 1970)
descubrieron la transcriptasa inversa (TI) demostrando que el ciclo de vida de los
retrovirus, cuyo material genético es el acido ribonucleico (ARN), incluia una forma

intermedia de 4cido desoxirribonucleico (ADN) que denominaron provirus.

A final de la década de los 70 del pasado siglo, se comunicaron en Hospitales de
San Francisco y Nueva York, varios casos de pacientes jovenes, previamente sanos, con
infecciones oportunistas y tumores hasta entonces unicamente descritos en pacientes
trasplantados o con enfermedades oncoldgicas, que recibian terapia inmunosupresora
(Durack, 1981; Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981). Este nuevo proceso
inmunodepresor, de etiologia desconocida hasta ese momento, se denomind Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En los afios siguientes se constatd una
progresiva extension de la enfermedad con una amplia distribucion geografica. Estos
datos, junto con los estudios epidemioldgicos posteriores, implicaron en la enfermedad
a un agente infeccioso transmisible por productos sanguineos, contacto sexual, uso de
drogas por via intravenosa y verticalmente de madres a hijos. Al producirse un déficit
inmunitario, debido a una disminucién selectiva de linfocitos CD4, la investigacion se

centrd en la posibilidad de un retrovirus como agente causal.

El primer retrovirus humano, el virus linfotropico-T humano de tipo I (HTLV-I),
causante de la leucemia de células T del adulto fue aislado en 1980 por Poiesz (Poiesz
et al., 1980). Dos afios después fue descubierto el virus linfotrépico-T humano de tipo II
(HTLV-II) por Kalyanaraman (Kalyanaraman et al., 1982) en un enfermo afectado de
leucemia de células peludas. Ese mismo afio el grupo de investigadores dirigidos por
Montagnier aisl6 un virus linfotropico en un ganglio de un paciente con

linfoadenopatias al que denominaron virus asociado a la linfoadenopatia (LAV) (Barre-
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Sinoussi et al., 1983). Asimismo el grupo de Robert Gallo describié otro retrovirus
(Gallo et al., 1983), al que denominaron virus linfotrépico humano de células T (HTLV-

110).

Posteriormente se confirmé que LAV y HTLV-II eran el mismo virus,
admitiéndose una nueva denominacion, la de Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH), para el agente causal del SIDA(Biberfeld et al., 1987), que permite diferenciarlo
de otros virus parecidos que producen enfermedad en el simio o en determinados felinos
y que se conocen como virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV; del inglés simian
immunodeficiency virus) y virus de la inmunodeficiencia del felino (FIV; del inglés

feline immunodeficiency virus) respectivamente.

En 1986, Clavel y colaboradores (Clavel et al., 1986), describieron en pacientes
con SIDA en Africa Occidental un virus antigénicamente relacionado, que fue
denominado VIH-2 para diferenciarlo del inicial que se denominé VIH-1. Desde su
identificacion hasta la actualidad, el VIH se ha convertido posiblemente en uno de los
agentes infecciosos que se ha estudiado mds rapidamente y que mads trabajos ha

generado en toda la historia de la Biomedicina.

1.2.- Caracteristicas generales del VIH.

El VIH pertenece a la familia de Retroviridae, subfamilia de Lentivirinae. Los
retrovirus constituyen una familia grande y diversa de virus ARN envueltos que estan
constituidos por un ARN de cadena tnica con dos hebras idénticas, que se copia en
ADN lineal de doble cadena, para integrarse posteriormente en el genoma del
hospedador. Por tanto el material genético es ARN en la particula viral y ADN cuando
se encuentra en la célula infectada. Este proceso de retrotranscripcion es caracteristico
de los retrovirus, lo que les confiere el nombre; y se lleva a cabo mediante la accion de
una enzima ADN polimerasa dependiente de ARN presente en el virus, la transcriptasa
inversa (TI) o retrotranscriptasa (RT) que es una enzima fundamental para el virus. Los
retrovirus infecciosos se agrupan en siete géneros (Coffin, 1992). Los retrovirus
humanos se clasifican en tres subfamilias: Lentivirinae, Oncovirinae y Espumavirinae

(Boller et al., 1993).



El VIH tiene una elevada tasa de mutaciones y una variabilidad e inestabilidad
genéticas mucho mayores que otros virus y todos los seres vivos celulares. Esto es
debido a que las enzimas que utilizan para su replicacion son polimerasas sin actividad
correctora, como ocurre con la TI. Este hecho, unido a las elevadisimas tasas de
replicacion habitualmente asociadas a los virus ARN, hace que las sucesivas
generaciones virales sean cada vez mas diferentes de las progenitoras desde el punto de
vista genético, ya que van acumulando mutaciones que se localizan de forma aleatoria.
Por tanto los nuevos virus son bastante diferentes del original, denominandose
“cuasiespecies virales”, de forma que la poblacion viral presente es muy heterogénea.
Estan sometidas ademas a un continuo proceso de competicion y seleccion,
predominando aquellas que tienen mejor capacidad de adaptacion al medio(Coffin,

1995).

Una repercusion clinica fundamental de la alta tasa de mutacién y la generacion
de “cuasiespecies”, es que capacita al VIH para reaccionar rapidamente ante presiones
selectivas ejercidas tanto por el sistema inmune del individuo, como por la
administracion de farmacos antivirales(Perelson, Neumann, Markowitz, Leonard, & Ho,
1996). Esta capacidad adaptativa del VIH ha puesto de manifiesto la necesidad de

utilizar terapias antivirales combinadas(Domingo et al., 2006).

1.2.1.- Estructura del VIH -1.

El virion del VIH es aproximadamente esférico y mide entre 80 y 120 nm de
didmetro. Estd compuesto por dos copias de ARN de cadena positiva Unica con un
tamano de 9.749 bases y que codifican para las proteinas virales. Las cadenas de ARN
estan rodeadas por una capside conica compuesta por 1.200 a 2.500 copias de la
proteina viral de 24 kd de peso molecular (p24). Las cadenas de ARN se encuentran
fuertemente asociadas a las proteinas de la nucleocépside, p6 y p7, y a las enzimas
necesarias para el desarrollo del viridn: transcriptasa inversa, proteasa, nucleasa e
integrasa. La nucleocapside se asocia con el ARN gendmico protegiéndolo de la
digestion por nucleasas. La céapside estd rodeada por una matriz compuesta de una
asociacion de la proteina viral pl7 que garantiza la integridad de la particula viral. La

capside estd rodeada por una envuelta que estd formada por una bicapa lipidica
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originada en la célula hospedadora y se produce por la gemacion de la capside viral. Las
proteinas de la envuelta viral se organizan en espiculas y son estructuras formadas por
tres glicoproteinas de superficie (gp120) y tres glicoproteinas transmembrana (gp41)
que sujetan esta estructura al virus. Se ha estimado que el nimero de espiculas por
virién es de alrededor de 14, tanto en el VIH-1 como en el SIV. Estas estimaciones se
han visto confirmadas por estudios posteriores de criomicroscopia(Zhu et al., 2006). La

representacion esquematica de la particula se muestra en la Figura 1.1.

Figura 1.1: Representacion esquematica de la estructura del VIH.
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Hasta el 2006, la informacion estructural sobre la espicula era limitada y provenia
en gran parte de andlisis de cristalografia de rayos X del nucleo del monémero gp120
unido o no unido al receptor CD4, y de ciertas regiones de la gp41 en una conformacion
posterior a la fusion. La distribucién y conformacion nativa de las espiculas en los

viriones permanecia todavia desconocida.

Con la finalidad de definir su estructura de forma mads precisa se realizaron

estudios de tomografia electronica. De este modo fue posible confirmar que la espicula



viral estd compuesta por tres copias de heterodimeros de gp120-gp41 que se asocian
formando un trimero. En el mismo afio y con la misma técnica, se publico un modelo de
la organizacion de la envuelta en «champifiéon» en la cual un trimero de tres moléculas
de gp120 estaria unido al trimero de gp41 que se anclaria a la membrana por una unica
estructura (Figura 1.2a). Posteriormente, cuando los volumenes de los dominios cabeza
y pata fueron alineados y clasificados de forma independiente, surgié una evidencia mas
clara de la organizaciéon en dominios formando una cabeza trimérica y tres patas
(Figura 1.2b). Los datos obtenidos de esta manera también demuestran la gran
flexibilidad de la proteina transmembrana tanto del VIH-1 como del VIH-2. Este
modelo ayuda a explicar muchas de las caracteristicas biofisicas e inmunolodgicas Unicas

de la region gp41 (Zhu, Winkler, Chertova, Taylor, & Roux, 2008).
Figura 1.2: Representacion esquematica de las dos estructuras propuestas

para la espicula de la envuelta del VIH y el VIS. A) Estructura en «champiiion»;

B) Estructura en «tripode».
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El ARN gendmico (Figura 1.3) se compone de siete elementos estructurales

(LTR, TAR, RRE, PE, SLIP, CRS y INS) y nueve genes que codifican para diecinueve

proteinas en total. Tres de estos genes (gag, pol y env) codifican las principales
proteinas estructurales que se encuentran en todos los retrovirus mientras los seis
restantes genes no estructurales codifican las proteinas reguladoras (tat y rev) y
accesorias (vpu, vpr, vif y nef) y son genes tnicos del VIH que controlan la capacidad

para infectar las células, producir nuevas copias del virus o inducir patogénesis.



Figura 1.3. Organizacion genomica del VIH-1.
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1.2.2.- Ciclo bioldgico del VIH-1.

El ciclo biologico del VIH se divide en dos etapas bien diferenciadas (Figura
1.4): la fase temprana o preintegracion, que transcurre desde la interaccion del virus con
la célula diana hasta la integracion del ADN viral en el genoma del hospedador. Y la
fase tardia o postintegracion, que implica desde la transcripcion del genoma proviral

hasta la liberacion y maduracion del virion y la generacion de una progenie infecciosa

(Greene, 1991).

La entrada del VIH en la célula se produce mediante la interaccion secuencial con
dos receptores, CD4 y los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 (Figura 1.5).
Seglin la utilizacion de uno o ambos receptores el VIH se clasifica en variantes de

tropismo R5, X4 o0 R5X4 (Arenzana-Seisdedos, 2008).

El proceso de entrada se inicia con la interaccion entre la glicoproteina viral
gp120 y la molécula de CD4, que se expresa preferentemente en linfocitos, macrofagos
y células dendriticas. Esta interaccion induce una serie de cambios conformacionales
que exponen el dominio V3 y agrupan una serie de regiones adyacentes dando lugar a la
formacion y exposicion del dominio de unién de la gpl20 a los receptores de
quimiocinas (Arenzana-Seisdedos, 2008; Zolla-Pazner & Cardozo, 2010). Por este

motivo, la molécula de CD4 es un paso necesario para permitir la entrada viral, ya que
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en ausencia de esta union, la gp120 no puede unirse al correceptor. La interaccion con
CCRS5 y/o CXCR4 induce nuevos cambios que despliegan las regiones heptaméricas de
la gp4l y exponen la region N-terminal de la proteina, un dominio altamente
hidrofobico también denominado péptido de fusidon, que se ancla en la membrana
plasmatica. Esta estructura es termodindmicamente inestable, lo que genera un
movimiento de retraccion a su posicion inicial de los dominios heptaméricos de la gp41;
y durante este proceso de cierre o plegamiento se aproximan y fusionan las membranas

plasmatica y viral (Gonzalez, Alvarez, & Alcami, 2010).

Figura 1.4. Ciclo Biologico del VIH.
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Una vez fusionadas las membranas viral y celular, se produce la internalizacion de
la nucleocépside y la decapsidacion del genoma virico. En este proceso, las proteinas de

la capside se desensamblan y liberan el genoma viral al citosol.



Figura 1.5: Entrada del VIH en la célula.

Ngtive >  Aftachment ) CD4 ) Cor.ecc.aptor N Memprane
Trimer Binding Binding Fusion

—— gpd1

------------------------------------------

‘coreceptor

B) Interaccién con CD4y cambio C) Interaccion con
conformacional de la gp120 los co-receptores

Explosion del

dominio de union “ f )
al co-receptor
 XC C (C

D) Liberaci6n del dominio de fusion E) Plegamiento de la gp41
y anclaje en las membranas viral y celular Fusion de membranas

El proceso de sintesis de ADN a partir del ARN viral o retrotranscripcion es
realizado por el complejo enzimatico de la transcriptasa inversa, que efectia la sintesis
de una doble hebra de ADN a partir del ARN gendmico. Sin embargo, en un linfocito
«en reposo» la retrotranscripcion se produce de forma incompleta y es necesario
«activar» la célula infectada para que finalice, ya que este proceso depende de los

niveles de nucleotidos y la accion de factores celulares que se inducen en el curso de los
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procesos de activacion y proliferacion celular (Coiras, Lopez-Huertas, Perez-Olmeda, &
Alcami, 2009). Si la activacion no se produce, el ARN y ADN incompletamente

retrotranscritos son degradados entre 3 y 15 dias por las nucleasas celulares.

Una vez sintetizado, el ADN proviral se acopla a una serie de factores celulares y
virales (Vpr) formando el complejo de preintegracion. Este complejo es transportado al
nucleo, donde se integra en el genoma del hospedador, constituyendo la forma proviral
del VIH. En teoria, la integracion puede producirse en cualquier localizacion del
genoma, pero es mas frecuente en las secuencias intronicas de genes que se expresan
tanto en linfocitos en reposo como activados. Este proceso lo realiza la integrasa viral,
que corta el ADN gendmico y realiza la transferencia de cadena de ADN entre el virus y
la célula. Este paso es muy limitante en el ciclo del virus por lo que mas del 90% del
ADN celular se encuentra en forma no integrada y existen pocas copias de ADN
integrado por célula infectada. El ADN no integrado en su forma lineal constituye un
reservorio susceptible de integracion si la célula es adecuadamente activada. Sin
embargo, debido a su corta semivida, estas formas no integradas no representan en la
practica un reservorio tan importante como el ADN integrado. Por el contrario, la
deteccion de ADN no integrado constituye un marcador de replicacion viral en
pacientes en tratamiento antirretroviral (TAR), aunque éstos no presenten carga viral

(CV) plasmatica detectable.

A partir del estado de integracion, el VIH puede permanecer latente, replicarse de
forma controlada o experimentar una replicacion masiva con el consiguiente efecto
citopatico sobre la célula infectada. A partir del estado de provirus integrado, la
replicacion del VIH comienza mediante la transcripcion del genoma viral. La parte
inicial de este proceso, denominada iniciacion de la transcripcion, depende de
numerosos factores: mecanismos epigenéticos como la metilacion del ADN, una
conformacion “abierta” del ADN que, a su vez, estd determinada por la acetilacion y
deacetilacion de las histonas y la presencia de factores celulares enhancer y del
complejo basal de transcripcion. El principal factor celular que interviene en el paso de
la fase de latencia viral a la de reactivacion es NF-kB, una familia de factores de
transcripcion que regulan la expresion de multiples genes celulares que participan en los
procesos de reconocimiento y activacion inmunes. Este factor no existe en forma activa

en los linfocitos CD4 en estado de reposo y es inducido en el curso de los procesos de
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activacion inmunologica, lo que explica que la replicacion del VIH estd estrechamente
relacionada con el estado de activacion de los linfocitos infectados (Figura 1.6). Por
tanto el balance entre NF-k y sus proteinas inhibidoras es un elemento clave en la
iniciacion de la replicacion del VIH a partir de su forma de provirus integrado (Coiras et

al., 2009).

Figura 1.6: Activacion linfocitaria y replicacion viral.
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Una vez iniciada la sintesis del ARN viral, la expresion de la proteina viral Tat
aumenta la tasa de transcripcion del genoma del VIH y permite la elongacion completa
del ARN viral. El ARNm del VIH se sintetiza en forma de un unico transcrito que debe
ser transportado al citosol y procesado en ARN de distinto tamafio. Procesamiento y
transporte son regulados por la proteina viral Rev, que tiene una localizacion
preferentemente nuclear. Rev también participa en el acoplamiento de los distintos
ARNm a la «maquinaria» de los ribosomas que sintetizard las proteinas virales. Una vez
sintetizadas, las proteinas virales deben ser procesadas antes de ensamblarse en el
reticulo endopldsmico siendo esencial en este proceso la utilizacion de numerosas
proteinas de la maquinaria celular de expresion y modificacion post-transcripcional de
proteinas, dando lugar a las particulas maduras. La maduracion final de los viriones y el

ensamblaje correcto de las proteinas virales se producen durante el proceso de gemacion
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a través de la membrana celular, mediante la accion de la proteasa viral que procesa las

poliproteinas gag y gag-pol y permite formar particulas virales maduras.

1.3.- Farmacos antirretrovirales.

Desde la observacion de los primeros casos de SIDA a principios de los afos 80
hasta el uso de un tratamiento antirretroviral realmente efectivo basado en una triple
terapia pasaron casi 15 afios, tiempo en el que los médicos atendian una infeccion
progresiva y casi siempre mortal. No fue hasta 1996 cuando se empez6 a utilizar lo que
se denominod "highly active antiretroviral therapy (HAART)” o tratamiento

antirretroviral de alta eficacia o gran actividad (TARGA) en espaiiol.

El TARGA tal y como se concibe hoy en dia, supuso una revolucion en el manejo
de los pacientes con infeccion por VIH, al conseguir una impresionante disminucion de

la morbi-mortalidad relacionada con esta enfermedad.

Actualmente se dispone de farmacos que act@ian a diferentes niveles del ciclo
replicativo del VIH (Figura 1.7) y se continua trabajando en el desarrollo de nuevos
farmacos frente a distintas dianas terapéuticas, ya que la erradicacion completa del VIH
hoy por hoy no es posible con los farmacos antirretrovirales de los que disponemos
actualmente debido a que los virus se encuentran integrados en el ADN celular en
estado de latencia en los linfocitos T CD4 y macrofagos, desde los estadios iniciales de
la infeccion aguda, siendo capaces de persistir durante largo tiempo a pesar de que se
logre una supresion prolongada de la replicacion viral y de la viremia, como demuestran

los trabajos de Chun (Chun et al., 1998) y Wong (Wong et al., 1997).

Dado que a dia de hoy no es posible la erradicacion del VIH, los objetivos
actuales del tratamiento son: reducir la morbilidad relacionada con el VIH y prolongar
la supervivencia asi como mejorar la calidad de vida de los pacientes, lo que se
consigue restaurando y preservando la funciéon inmunolodgica al suprimir la replicacion

viral, con lo que se logra también el objetivo de prevenir la transmision del VIH.

Se deben disenar estrategias terapéuticas que eviten o retrasen la seleccion de

mutaciones que limiten la eficacia de regimenes terapéuticos posteriores.
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Como hemos senalado antes, por la elevada tasa de replicacion y la capacidad de
mutar, el VIH tiene una alta capacidad adaptativa, que ha puesto de manifiesto la
necesidad de utilizar terapias antivirales combinadas, que constituyen el TARGA o
HAART, el paradigma actual de tratamiento antirretroviral. Se basa en la utilizacion de
tres farmacos activos de varias familias farmacologicas (Panel de expertos de Ge,
2015), esto supondra una mayor potencia antiviral y una elevada barrera genética,
farmacocinética y farmacodindmica que dificultara al VIH desarrollar resistencias a los

farmacos antirretrovirales (Drusano et al., 1998; Hammer et al., 1997).

Figura 1.7. Mecanismo de accion de los farmacos antirretrovirales.
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Los farmacos antirretrovirales aprobados hasta el momento se clasifican en cuatro

grupos principales:

¢ Inhibidores de la TI: analogos de los nucledsidos o nucleétidos (ITIAN)
y no andlogos de nucledsidos (ITINAN).

¢ Inhibidores de la proteasa (IP).

¢ Inhibidores de la entrada y la fusion.

¢ Inhibidores de la integrasa (INI).

1.3.1.- Inhibidores de la transcriptasa inversa.

La TI, enzima fundamental en el ciclo biologico del VIH, es un heterodimero
compuesto de dos subunidades denominadas p66 y p51. En la subunidad p66 se localiza
el sitio activo de la enzima, formada por el dominio polimerasa unido al dominio
ARNasa H. El dominio polimerasa tiene una morfologia peculiar, ya que recuerda la
forma de una mano derecha, con tres subdominios denominados fingers (dedos), palm
(palma), thumb (pulgar) (Figura 1.8). La TI sintetiza ADN y utiliza como molde ARN
(actividad ADN polimerasa-ARN dependiente) o ADN (actividad ADN polimerasa-
ADN dependiente), y degrada ARN cuando se encuentra formando parte del complejo
ARN-ADN (actividad RNasa H).

Los inhibidores de la TI se clasifican en dos grandes grupos en base a sus

caracteristicas moleculares, que determinan diferentes mecanismos de actuacion:

-Inhibidores de la TT Analogos de los Nucleosidos o Nucleotidos (ITIAN).
-Inhibidores de la TI No Andlogos de Nucleésidos (ITINAN).
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Figura 1.8: Morfologia del dominio polimerasa
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1.3.1.1.- Analogos de los Nucledsidos/Nucleotidos (ITIAN).

Los ITIAN son estructuralmente semejantes a los nucledsidos naturales y al igual
que éstos, requieren ser trifosforilados en el citoplasma celular por una fosfoquinasa
para ser biologicamente activos. Una vez fosforilados, compiten con los
desoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTPs) en su incorporacion a la cadena de ADN
sintetizada por la TI (Winter, Maeda, Mitsuya, & Zemlicka, 1996), interrumpiendo su
proceso de sintesis, ya que carecen de grupo hidroxilo en la posicion 3’del aztcar y los
nuevos nucleotidos no se pueden unir a la cadena de ADN sintetizada. Bloquean la

elongacion de la cadena de ADN viral, impidiendo la unioén de nucledsidos adicionales.
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Figura 1.9: Mecanismo de accion de los ITIAN.

En este grupo se encuentran: Zidovudina (AZT), Didanosina (ddl), Zalcitabina

(ddC), Estavudina (d4T), Lamivudina (3TC), Emtricitabina (FTC) y Abacavir (ABC).
Los inhibidores de la TI analogos de los nucleo6tidos actuan de forma similar a los

analogos de los nucledsidos pero, al estar parcialmente fosforilados, necesitan menos

fosforilaciones en el interior de la célula para ser activos.

El Tenofovir (TDF) es el tnico representante de los inhibidores andlogos de los

nucleodtidos.

1.3.1.2.- No Analogos de Nucledsidos (ITINAN).

Los ITINAN no se incorporan a la cadena de ADN a diferencia de los ITIAN. Se
unen de forma no competitiva a un lugar cercano al centro catalitico de la enzima, una
region hidrofobica de la subunidad p66 (Spence, Kati, Anderson, & Johnson, 1995).
Esta union conduce a un cambio conformacional en la estructura de la enzima, que
impide la colocacién correcta del complejo molde-iniciador imposibilitando la
polimerizaciéon del ADN (De Clercq, 1999). Bloquean la elongacion de la cadena de
ADN viral mediante el bloqueo de la TI.
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A diferencia de los ITIAN, estos fairmacos no necesitan metabolizarse para ser
activos, pero poseen otras limitaciones; no son activos frente al VIH-2 y basta una o

muy pocas mutaciones para desarrollar resistencia de alto nivel(Fonjungo et al., 2002).

Figura 1.10: Mecanismo de accion de los ITINAN.

Este grupo lo componen: Nevirapina (NVP), Efavirenz (EFV), Etravirina (ETV) y
Rilpivirina (RPV)(Fernandez-Montero, Vispo, Anta, de Mendoza, & Soriano, 2012).

1.3.2. Inhibidores de la Proteasa.

La proteasa del VIH es un homodimero constituido por dos subunidades de 99
aminoacidos codificadas en el extremo 5’ del gen po/ que interaccionan con el sustrato a
través de una hendidura situada en la zona de contacto entre ambas subunidades. Esta
enzima acta en la fase final del ciclo de replicacion viral, participando en el

procesamiento de las poliproteinas Gag y Gag-Pol.

Los farmacos inhibidores de la proteasa (IPs) se unen al centro activo de esta
enzima compitiendo con sus sustratos naturales (Gag y Gag-Pol) lo que resulta en la
formacion de particulas virales inmaduras, y por lo tanto no infecciosas (Tomasselli &

Heinrikson, 2000).
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Es la tnica familia cuya actividad afecta a multiples pasos del ciclo replicativo del
VIH. Al procesar de forma andémala algunos precursores poliproteicos, entre ellos la gp-
160, que es precursora de la proteasa, la TI y la integrasa viral, afecta a los procesos de
entrada, retrotranscripcion e integracion del ADN viral (Rabi et al., 2013). De esta
forma consiguen niveles de inhibicion muy elevados, una de las caracteristicas que los
hace candidatos ideales para la monoterapia, de la que posteriormente hablaremos de

forma detenida.

Este grupo esta compuesto por: Nelfinavir (NFV), Ritonavir (RTV), Indinavir
(IDV), Saquinavir (SQV), Lopinavir (LPV), Fosamprenavir (FOS), Atazanavir (ATV),
Tipranavir (TPV) y Darunavir (DRV).

En la actualidad se emplean solamente ATV, DRV y LPV, junto con dosis muy
bajas de RTV y en el caso de DRV con Cobicistat (COB), que son potentes inhibidores
de las isoenzimas 3A4 del citocromo P450 y permiten mantener niveles por encima de
la IC50 del virus por periodos de tiempo prolongados, al aumentar el area bajo la curva

del farmaco. Los IP administrados asi se conocen como IP potenciados.

Figura 1.11: Mecanismo de accion de los IPs.
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1.3.3. Inhibidores de la entrada y de la fusion.

Los inhibidores de la entrada se adhieren a las proteinas de superficie de las
células T o a las proteinas de superficie del VIH. Como hemos sefialado con

anterioridad, para que el VIH se una y pueda entrar en las células T, las proteinas de la

18



capa externa del VIH deben unirse a las proteinas de superficie de las células T. Los
inhibidores de la entrada evitan que este proceso ocurra. Algunos inhibidores de la
entrada se adhieren a las proteinas gp120 6 gp41 de la capa externa del VIH (Berkhout,
Eggink, & Sanders, 2012). Otros inhibidores utilizan la proteina CD4 ¢ los receptores
de las quimiocinas CCR5 6 CXCR4 de la superficie de las células T (Maeda, Das,
Nakata, & Mitsuya, 2012). Si los inhibidores de la entrada logran adherirse
eficientemente a las proteinas, estdin quedan bloqueadas impidiendo al VIH unirse a la

superficie de las células T y entrar en ellas.

Este grupo de antirretrovirales lo componen: Enfuvirtida (ENF, T-20) y
Maraviroc (MVC).

Figura 1.12: Mecanismo de accion de los inhibidores de la entrada.
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1.3.4. Inhibidores de la integrasa.

La integrasa viral dirige la integracion del ADN viral en el ADN celular. Se une a
secuencias situadas en los extremos del ADN del virus y media en la formacion del
complejo de preintegracion. Identifica el punto de integracion y con la escision de dos
nucleodtidos en cada extremo 3” consigue integrar parte del ADN viral en el ADN del

hospedador. Los farmacos de este grupo acttian inhibiendo uno de los pasos (strand
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transfer) de la integracion del ADN proviral en el ADN de la célula hospedadora
(Thompson et al., 2012; Volberding & Deeks, 2010) lo que bloquea dicha integracion.
Hasta el momento son tres los fAirmacos que forman parte de este grupo; Raltegravir

(RAL), Elvitegravir (EVG) y Dolutegravir (DTG) (Quashie, Sloan, & Wainberg, 2012).

Figura 1.13: Mecanismo de accién de los INI.

Preintegration complex

Actin transport
filament

Integrase Inhibitors
. block the strand transfer
g SALAGNDDDe . of HIV cDNA to
SO0 ODDODEA. PR cellular DNA

\,\”.\

1.3.5. Efectos secundarios del tratamiento antirretroviral.

La toxicidad de los primeros antirretrovirales fue una de las dificultades que los
clinicos tuvieron que aprender a manejar. Los efectos secundarios del TAR se
caracterizan por aparecer con una frecuencia elevada, son de una gravedad moderada y
precisan de un manejo clinico complejo. La gravedad de los efectos adversos al TAR, a
medio y largo plazo, es una de las principales causas de suspension y modificacion del

tratamiento, habiéndose establecido que la toxicidad del TAR puede justificar entre el
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58% y el 64% de los cambios de tratamiento (d'arminio Monforte et al., 2005; O'Brien,
Clark, Besch, Myers, & Kissinger, 2003). Ademés se han analizado las causas de
ingresos hospitalarios de los pacientes VIH encontrandose la toxicidad del TAR como

responsable de un 6.4% de los mismos (Cicconi et al., 2010).

Aunque cualquiera de los farmacos utilizados puede producir toxicidad de algiin
tipo (cutanea, digestiva, hepatica, muscular), actualmente la toxicidad de los farmacos,
al menos a corto plazo, ha mejorado mucho con la aparicion de las nuevas moléculas,
especialmente tras la llegada de los inhibidores de la integrasa, que poseen una
excelente tolerabilidad; y han ido desplazando a los firmacos mas antiguos, que estan
dejando de utilizarse de forma progresiva. Sin embargo, todavia se desconocen los
potenciales efectos secundarios de estos firmacos a mas largo plazo, un aspecto
importante que no suele detectarse en los ensayos clinicos, al ser estos de duracion
limitada. Muchos de los efectos toxicos a largo plazo solo se han registrado en estudios

observacionales, de grandes cohortes.

La importancia de la toxicidad a largo plazo es tanto mayor cuanto mas elevado es
el caracter irreversible de la misma. Como ejemplo paradigmatico sirve el desarrollo de
lipoatrofia asociada al uso de analogos timidinicos (d4T, AZT). A pesar de su buena
eficacia viroldgica y tolerabilidad, estos fArmacos han dejado de usarse por el riesgo de

desarrollo de trastornos de distribucion de la grasa corporal.

Los ITIAN que actualmente se utilizan (TDF, ABC, FTC y 3TC) mantienen la
excelente tolerabilidad y ademas presentan menor toxicidad mitocondrial, aunque no
por ello estan exentos de producir efectos adversos a largo plazo. En concreto, un
estudio de cohortes asoci6 ABC con un mayor riesgo de desarrollo de infarto agudo de
miocardio (IAM) en pacientes con riesgo de base elevado (Group et al., 2008). Estudios
de cohortes realizados posteriormente han identificado factores de confusion para esta
asociacion y no han podido confirmarla (Lang et al., 2010). La FDA ha presentado
recientemente un metaandlisis de los ensayos clinicos realizados con ABC que
demostraba que no habia asociacion entre este antirretroviral y el desarrollo de IAM
(Ding et al., 2012). Este mismo afo Young J, y colaboradores nuevamente sugieren, que
la exposicion acumulada a lo largo de afios al ABC, podria aumentar el riesgo de

padecer algun evento cardiovascular (Young et al., 2015).
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Por otro lado, el TDF se ha asociado de modo consistente con una mayor

afectacion de la funcion renal y un aumento de la desmineralizacion dsea.

TDF ha producido una pérdida mas importante de la densidad mineral Osea
(DMO) que d4T o ABC en los estudios 903 (Gallant et al., 2004), ACTG 5202 (Henry,
2010) y STEAL (Martin et al., 2009).

La toxicidad renal mdas frecuente es la tubulopatia proximal, que puede
manifestarse como glucosuria, proteinuria tubular, hipofosfatemia y elevacion de la
creatinina plasmadtica. Algunos pacientes desarrollan un sindrome de Fanconi, la FDA
ha recogido 164 casos de dicho sindrome en pacientes VIH hasta el afio 2006 (Gupta,
2008).

Estudios in vitro indican que TDF ejerce un efecto toxico mitocondrial en las
células tubulares proximales a concentraciones intracelulares altas (Vidal et al., 2006).
Aungque la discontinuacion de TDF es la actitud recomendada en pacientes con sospecha
de toxicidad renal por este farmaco, se ha descrito que hasta el 58% de pacientes no
recuperan totalmente la funcion renal tras la suspension (Wever, van Agtmael, & Carr,
2010). Este hecho enfatiza la importancia del diagndstico precoz de la nefropatia

asociada a TDF.

El envejecimiento, que se acompaia de un descenso del filtrado glomerular, la
presencia de otras comorbilidades y la exposicion continuada a firmacos
antirretrovirales incrementard la incidencia de insuficiencia renal en la poblacion VIH

positiva.

La infeccion por VIH es una enfermedad no curable que precisa tratamiento
durante toda la vida del paciente después que se haya iniciado. Durante mucho tiempo
el desarrollo de esta toxicidad a largo plazo (lipoatrofia y otras alteraciones
metabolicas) condicion6 el momento de inicio del TAR y aunque hoy en dia esto no es
asi por la mejora de los farmacos antirretrovirales, la administracion durante periodos de
tiempo tan largos obliga a considerar y a prevenir, si es posible, la toxicidad que pueda
producir; y es tanto mas importante, cuanto mayor es el caracter irreversible de la

misma.
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Todavia no se ha determinado cual sera el impacto que el envejecimiento
progresivo de la poblacion pueda tener sobre estos efectos a largo plazo. Este es el
motivo por el que surgen las estrategias de simplificacion, como comentaremos con
posterioridad. Existen muchos efectos adversos relativamente leves, que el paciente
puede tolerar y tolera en aras de la eficacia del TAR. Es importante tener en cuenta esta
toxicidad y que la simplificacion terapéutica elegida incida de manera positiva sobre
ella y por supuesto sin perder eficacia, de esta manera, ademas de mejorar la calidad de

vida del paciente, probablemente también mejorara la adherencia a largo plazo.

No es objetivo de esta tesis profundizar en los efectos secundarios de los

farmacos, por lo que remitimos al lector a la bibliografia referenciada.

1.4.- Inmunologia e inmunopatogenia del VIH

1.4.1.- Generalidades

Los organos y tejidos del sistema linféatico, se clasifican en dos grupos (6rganos
linfoides primarios y secundarios). Los drganos linfoides primarios proporcionan el
entorno para la maduracion de linfocitos y en ellos se produce la division de las células
madre y su maduracion en células B y T; el Timo, donde maduran los linfocitos T y la
médula 6sea, 6rgano de maduracion de los linfocitos B, componen los érganos linfoides

primarios.

El segundo grupo, los 6rganos linfoides secundarios, esta compuesto por aquellos
6rganos que proporcionan el entorno para que los linfocitos interaccionen entre si o con
las células presentadoras de antigenos (CPA) y se produzcan las respuestas
inmunitarias. Comprenden los ganglios, el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)

y el bazo.

1.4.1.1.- Organos linfoides primarios.

El timo est4 formado por dos 16bulos rodeados por capsula de tejido conjuntivo. A

su vez, los 16bulos estan divididos en lobulillos separados entre si por trabéculas de
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tejido conjuntivo. Cada lobulillo timico estd relleno de células linfoides denominadas
timocitos, dispuestas en una corteza de gran densidad celular y una médula de menor
densidad celular. Tanto la corteza como la médula estan rellenas de una red de células
no linfoides que constituyen el estroma timico y que expresan en sus superficies
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (HCM) de tipo I y/o II, y
participan en la maduracion y seleccion de los timocitos hacia células T maduras. El
timo de los mamiferos va involucionando con la edad, a partir de la pubertad. Es por
ello que, en la vida adulta, la produccion de linfocitos T en el timo decae intensamente,
aunque siempre existe una actividad residual. En la fase adulta, cuando el timo ha
involucionado, sigue habiendo maduracion de linfocitos T en otros lugares,

principalmente en el epitelio intestinal.
La médula 6sea esta implicada en la maduracion de los linfocitos B. Los linfocitos
maduros virgenes que salen de los 6rganos linfoides primarios emigran a los 6rganos y

tejidos linfoides periféricos.

1.4.1.2.- Organos linfoides secundarios.

Los ganglios linfaticos estan dispuestos a lo largo de los vasos linfaticos y
dispersos por todo el organismo, tanto superficiales como profundos, usualmente en
grupos. Estan especialmente disefiados para retener al antigeno, bien s6lo o formando
parte de inmunocomplejos, para que interaccione con los linfocitos y otras células que

van a iniciar la respuesta inmune especifica.

El bazo es un organo oval. La pulpa blanca consta de tejido linfatico,
principalmente linfocitos y macréfagos, dispuestos alrededor de ramas de la arteria
esplénica. En éste, las células T y B llevan a cabo funciones inmunitarias, al tiempo que

los macrofagos destruyen los patdgenos provenientes de la sangre por fagocitosis.

Las mucosas de los tractos digestivo, respiratorio y urogenital suponen una
enorme superficie y constituyen sitios de entrada de numerosos patdgenos, por lo que
han desarrollado defensas inmunitarias especializadas. Desde el punto de vista
histologico, éstas consisten en tejidos que van desde acumulos dispersos de linfocitos

hasta estructuras organizadas, pero nunca rodeadas de céapsula. Por ello reciben el
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nombre de tejido linfoide asociado a mucosas, (MALT; del inglés mucosa-associated
lymphoid tissue). Este conjunto de tejidos reviste una grandisima importancia, habida
cuenta de la gran superficie potencial que ha de defender frente a la entrada de
patdégenos. Otra idea de su relevancia la suministra el hecho de que las células
plasmaticas de los tejidos MALT son mas numerosas que la suma de las células
plasmaticas de bazo, ganglios y médula dsea. Los centros germinales de los foliculos
secundarios son ricos en células dendriticas (CPA). Las amigdalas palatinas son

estructuras similares al ganglio linfatico.
La activacion, diferenciacion y proliferacion de las células T se produce en los
organos y tejidos linfaticos secundarios. Se conocen tres tipos de células T:

colaboradoras, citotoxicas y de memoria.

1.4.2.- Inmunopatogenia del VIH.

Desde el punto de vista evolutivo podemos considerar el VIH como un lentivirus
que se ha adaptado a infectar linfocitos CD4 en los que se replica con una cinética muy
agresiva, situacion que como hemos comentado, es poco frecuente en los lentivirus.
Estas caracteristicas provocan una profunda inmunosupresion en el hospedador debido
tanto a la destruccion linfocitaria como a distintos mecanismos de interferencia con la

funcion del sistema inmune.

Para analizar la inmunopatologia del SIDA es necesario situar la relacion entre el
virus y el hospedador en un doble contexto. Por una parte se ha de considerar la
interaccion entre un virus y una célula; en este «microcosmos» es importante analizar y
comprender los mecanismos de adaptacion del virus a su célula diana: los mecanismos
celulares de proteccion frente a la infeccion y como el VIH es capaz de sobrepasarlos.
Existe un segundo nivel de complejidad en el que se enfrentan poblaciones virales
formadas por miles de millones de particulas y un sistema inmunitario dotado de
numerosos mecanismos de defensa y amplios repertorios de respuesta antimicrobiana.
En este «macrocosmosy, el VIH debe ser capaz de adaptarse mediante mecanismos de

escape que le permitan eludir la respuesta inmunolégica. (Figura 1.14)
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Figura 1.14: Niveles de interaccion VIH-hospedador

Microcosmos interaccion virus-célula

Macrocosmos poblaciones virales-sistema inmune

En los ultimos afios nuestra vision sobre los mecanismos inmunopatogénicos de la
infeccion por el VIH se han modificado sobre la base de distintos descubrimientos: el
papel del sistema GALT o sistema inmunitario asociado a mucosas como diana
preferente de la infeccion por el VIH, la activacion crénica del sistema inmunitario
como mecanismo de inmunosupresion y la importancia de los factores del hospedador
en la generacion de infecciones con distinto grado de virulencia. La fisiopatologia del
SIDA es, por tanto, un proceso extraordinariamente complejo en el que se encuentran

implicados mecanismos patogénicos muy diferentes (Douek, Roederer, & Koup, 2009).

1.4.2.1.- Factores de restriccion celular y mecanismos de escape viral. Interaccidn virus-

célula.

La replicacion en este entorno celular ha supuesto para el VIH un proceso de
adaptacion para sobrepasar una serie de barreras que los linfocitos CD4 oponen a la
replicacion del VIH, entre las que destacan: la unidn secuencial de distintas proteinas de

membrana, como receptores virales, para penetrar en la célula; la utilizacién de la
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magquinaria de transcripcion y traduccion celular reguladas por secuencias del propio
genoma del VIH, y por altimo la capacidad para persistir de forma latente en las células
diana, con capacidad de reactivarse por idénticos mecanismos a los que emplean los
propios linfocitos en el curso de la respuesta inmune, y el desarrollo evolutivo de una
serie de genes denominados “accesorios” para bloquear los potentes factores de
restriccion que la célula opone a las infecciones por retrovirus (Coiras, Lopez-Huertas,

Sanchez del Cojo, Mateos, & Alcami, 2010).

La existencia, en la superficie de células dendriticas, de una serie de lectinas de
tipo C denominadas DC-SIGN, L-SIGN, e ICAM-3 en la membrana de los linfocitos
contribuyen a la formacion de la sinapsis inmune (van Kooyk & Geijtenbeek, 2003).
Ademas, estas proteinas unen de forma inespecifica distintos virus envueltos entre los
que se encuentra el VIH. Es por la existencia de estas moléculas por lo que las células
dendriticas se encuentran recubiertas de particulas virales situadas en la parte externa de
su membrana, lo que facilita e incrementa enormemente la infeccion de los linfocitos,
especialmente en los ganglios linfaticos. Es en esta «sinapsis inmunoldgica» donde se
producen los fenomenos de infeccion de los linfocitos CD4 que entran en contacto con
las células dendriticas. Este fenomeno, denominado de facilitacion en trans de la
infeccion, reviste una enorme importancia para explicar la propagacion del VIH y hace
de los d6rganos linfoides el gran reservorio donde la infeccion se establece y se transmite

a los linfocitos CD4 (Figura 1.15).

Como se ha explicado con anterioridad, la infeccion de los linfocitos CD4 se
produce mediante la interaccion con dos tipos de receptores celulares: la molécula de
CD4, presente en la superficie de los linfocitos T colaboradores y en células de estirpe
mononuclear-fagocitica, y los receptores de quimiocinas(Arenzana-Seisdedos &
Parmentier, 2006). A pesar de que in vitro se ha descrito que muchos receptores de
quimiocinas son capaces de actuar como correceptores del VIH in vivo existen
unicamente dos receptores mayores, que son las moléculas CCRS y CXCRA4. El primero
une hasta trece quimiocinas diferentes entre las que destacan RANTES (CCL5) y MIP-
1-/MIP-18 (CCL4) y los virus que emplean este correceptor se conocen como cepas RS.
El receptor CXCR4 tiene como ligando natural la quimiocina CXCL12, y es el principal

receptor de las cepas X4. Ademads de los virus con un tropismo estricto por CCRS o
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CXCR4 se han descrito variantes capaces de entrar en la célula a través de multiples

correceptores (cepas de tropismo dual o ampliado, denominadas R5X4 Figura 1.16).

Figura 1.15: Sinapsis inmune.
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Las quimiocinas que se unen a CCRS5 y CXCR4, especialmente CCL4, CCLS y
CXCL12, son capaces de inhibir la infeccion por el VIH debido a un fendmeno de
competicion en la union con sus correceptores y por la internalizacion de los receptores
de quimiocinas tras la interaccion con su ligando. Con toda probabilidad, estos

fendmenos constituyen un potente mecanismo antiviral in vivo.

Por otra parte, la caracterizacion de los correceptores del VIH y sus ligandos
naturales ha permitido definir una serie de variantes genéticas que se asocian con
resistencia a la infeccion o con una progresion lenta de la enfermedad (Arenzana-
Seisdedos & Parmentier, 2006). La mas importante es la deleccion de la secuencia
genética que codifica para los primeros 32 aminoacidos en CCRS5 (variante delta 32)
que origina un receptor defectivo. El rasgo heterocigoto para este receptor enlentece la
progresion de la infeccidn mientras que la deleccion homocigdtica para esta variante

defectiva genera un estado practicamente absoluto de resistencia a la infeccion.

Una vez que se realiza el proceso de fusion entre las membranas viral y celular, se
produce la internalizacion de la nucleocépside viral y la decapsidacion del genoma
virico. La decapsidacion es un proceso por el que las proteinas de la capside se
desensamblan y liberan el genoma viral. Este paso es inhibido por proteinas celulares

que generan asi un mecanismo de restriccion frente a la infeccion por retrovirus.

Existe una maquinaria celular que se pone en marcha una vez que el genoma del
VIH penetra en el citoplasma, conocida en otros modelos animales, pero que ha sido
identificada para el VIH hace pocos afios. La identificacion de estos factores en células
humanas ha supuesto un cambio en el paradigma que teniamos del ciclo viral
(Mascarenhas & Musier-Forsyth, 2009). Constituye todo un sistema de factores de
restriccion intracelular definido apropiadamente como “inmunidad intracelular innata” y
representa un poderoso mecanismo de proteccion frente a las infecciones por retrovirus

(Figura 1.17).
Muchos de estos sistemas, TRIM5a, SAMHD1, APOBEC3G y Tetherina, son

regulados positivamente por el interferén de tipo I, cuya sintesis se induce cuando

distintos sensores intracelulares detectan productos microbianos como el ARN o ADN
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virales, restringida a determinados retrovirus. Un aspecto importante de estos sistemas

es su especificidad de especie.

Figura 1.17: Ciclo biologico y factores de restriccion celular
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Desde la perspectiva del virus, sobrepasar estos obstaculos es indispensable para
poder realizar su ciclo replicativo en un hospedador determinado, para lo que ha
generado distintas estrategias que incluyen la mutacioén adaptativa para la produccion de
proteinas virales que inhiben los factores de restriccion celular, tales como: TRIMS5a,
que bloquea la decapsidacion; APOBEC3G, que aumenta la tasa de mutacion en el
ADN retrotranscrito por la Tl y es neutralizado por la proteina Vif; Tetherina, que
impide la liberacion de los virones formados, es bloqueada por la proteina Vpu;
SAMHDI, que deplecciona de nucleétidos del citoplasma de las células dendriticas, y

aln no se conoce mecanismo de neutralizacion por el VIH.
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Por ultimo mencionar que la latencia esté relacionada con la inhibicion de NF-kB,

que desaparece con la activacion inmunoldgica.

Figura 1.18: Activacion linfocitaria
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Esto explica que la replicacion del VIH dependa absolutamente de la activacion
de los linfocitos infectados. La estrategia de adaptacion del VIH al entorno celular de
los linfocitos CD4 se basa en que la replicacion viral depende de factores celulares que
son inducidos solo cuando la célula es activada. De esta manera, clasicamente se ha
considerado que el linfocito CD4 representa un doble nicho ecoldgico en el ciclo
biolégico del VIH: en estado de reposo celular permite la latencia viral al carecer de los
factores necesarios para permitir la replicaciéon del VIH; por el contrario, la activacion
celular induce en el linfocito CD4 las proteinas de la familia NF-«kf3 necesarias para
iniciar la transcripcion del genoma viral, transformdndose asi en una célula

especialmente permisiva para la replicacion del VIH.

1.4.2.2.- Interaccion entre el VIH vy el sistema inmune. Infeccion in vivo.

En cuanto a la infeccién “in vivo”, o interaccion entre el VIH como cuasiespecie
viral y el hospedador humano, lo nuclear es la destruccion de células del sistema

inmune mediante efecto citopatico o mecanismos apoptoticos; la generacion de
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variantes capaces de eludir la respuesta inmune, y el desgaste y envejecimiento precoz

del sistema inmune mediante una sobrecarga antigénica mantenida.

La historia natural de la infeccion VIH puede dividirse en tres fases: fase

temprana de la infeccidn, establecimiento de una infeccidn cronica y fase acelerada.

Fase temprana.

La capacidad infectiva del VIH es inferior a la de otros muchos virus, por lo que
desde el punto de vista probabilistico se requieren decenas de contactos sexuales para
que se produzca la transmision entre sujetos. Este concepto se ha visto especialmente
reforzado por el estudio de las variantes virales existentes en los primeros dias de la
infeccion que muestran que en la transmision heterosexual la infeccion es iniciada por
un numero muy limitado de clones virales, probablemente una sola particula, en el 78-
90% de las ocasiones. Aunque en la transmision por via rectal o por via endovenosa la
infeccidon por variantes multiples es mas frecuente (40% y 60% respectivamente), el
namero de clones virales fundadores es limitado (entre 2 y 5 en la mayoria de los

casos), lo que muestra la resistencia natural del organismo a la infeccion por el VIH-1.

En la transmision por via sexual, las células dendriticas y linfocitos localizados en
la lamina propia de las mucosas vaginal y rectal, constituyentes del sistema GALT,
representan la primera diana de la infeccion por el VIH (Brenchley et al., 2004). En este
microambiente se producen fendmenos de presentacion antigénica por parte de las
células especializadas (dendriticas o de Langerhans), lo que hace que los linfocitos del
sistema GALT tengan un fenotipo de célula memoria activada, que crea un contexto
especialmente apto para la infeccion por el VIH (van Kooyk & Geijtenbeek, 2003). A
partir de esta primera estacion se produce la replicaciéon y diseminacion local de la
infeccion a los linfocitos circundantes y la extension posterior a ganglios linfoides
periféricos, transportado por macrofagos, células dendriticas y linfocitos infectados
(Haase, 1999). La etapa estrictamente mucosa de la infeccién es muy breve y a las 48-
72 horas es posible detectar la diseminacion viral en ganglios periféricos (C. J. Miller et
al., 2005). La carga viral (CV) en sangre se detecta a partir de la primera semana de la

infeccion y aumenta exponencialmente, lo que refleja la progresion de la infeccion por
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el VIH durante el periodo ventana en el que no existe una respuesta inmune especifica

frente al virus.

Figura 1.19: Evolucion de la CV, CD4 y respuesta inmune en la infeccion por el
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En los primeros dias de la infeccion por VIH, se produce una diseminacion viral
masiva en los linfocitos del sistema GALT (Brenchley, Price, & Douek, 2006). Este
fendémeno origina una deplecion de mas del 60 % de los linfocitos CD4 del epitelio
intestinal, una proporcién muy superior a la observada en linfocitos de sangre periférica.
Los linfocitos de fenotipo memoria que expresan CCRS5 son destruidos de forma

preferente.

Tras este periodo «ventana» de 4-12 semanas, necesario para que se construya la
respuesta inmune especifica, se detectan tanto anticuerpos especificos como linfocitos
CD8 con actividad citotoxica frente al VIH. Probablemente, ambos brazos de la
inmunidad (humoral y celular) son importantes en el control de la replicacion viral tras

la primoinfeccién. Este control es el resultado del equilibrio entre dos factores: la
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virulencia de las cepas infectantes y la intensidad de la respuesta antiviral generada por
el hospedador. La resultante de estos dos factores se refleja en la carga viral basal del
paciente tras la primoinfeccion, que constituye un dato de enorme valor prondstico en la
evolucion de la infeccion (Mellors et al., 1996), ya que indica el equilibrio alcanzado en
un sujeto determinado entre el virus y su sistema inmunitario (Figura 1.20). En
cualquier caso, esta respuesta antiviral es incapaz de erradicar el virus, que ya se ha
acantonado en las primeras horas de la infeccion en el organismo, y se limita a contener,
aunque sea en una proporcion importante, la replicacion viral estableciéndose asi la fase

cronica de la infeccion.

Esta deplecion de linfocitos CD4 en la lamina propia persiste en la fase cronica de
la infeccion a pesar del tratamiento antirretroviral, lo cual indica que la destruccion del
sistema GALT que se produce en la primoinfeccion no se recupera posteriormente
(Brenchley, Price, & Douek, 2006). Este acontecimiento probablemente representa un
elemento esencial en la patogenia de la infeccion, ya que la afectacion del sistema
GALT, entre otros factores, permite el paso de bacterias intestinales (translocacion
bacteriana incrementada) y contribuye a la activacion cronica y senescencia del sistema
inmunitario en la fase cronica de la infeccion (Brenchley et al., 2004; Mehandru et al.,
2006; Mehandru et al., 2007). A partir de la infeccion inicial del sistema GALT, el VIH
se disemina rapidamente a 6rganos linfoides donde establece una infeccion persistente
con una proporcion de linfocitos infectados de forma latente y otros con replicacion

activa.

Fase cronica de la infeccion

Los organos linfoides constituyen el gran reservorio, durante toda la enfermedad, en
donde se producen los fendmenos de infeccion y propagacion del VIH. La puesta en
marcha de los mecanismos de inmunidad especifica consigue un control parcial de la
replicacion viral y provoca una caida de la viremia, que se mantiene relativamente
estable durante un tiempo y que varia en cada paciente. Esta viremia basal refleja un

equilibrio entre la replicacion viral y el control inmunitario.
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Figura 1.20: CV como predictor de la evolucion de la enfermedad
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La generacion de una respuesta inmune por parte del hospedador es, sin embargo,
incapaz de erradicar el virus que se acantona en distintos reservorios en los que replica
de manera persistente, pero genera una presion inmunologica mantenida que obliga al
virus a producir de manera continua variantes de escape a la presion inmune, que a su
vez modifica su espectro de actividad para neutralizar las nuevas variantes virales. Esta
fase de accion y adaptacion por parte del virus y el sistema inmunologico caracteriza la
fase cronica de la infeccion, en la que se mantienen durante afios las respuestas celulares
y humorales frente al VIH. Esta falta de atenuacion de la respuesta refleja, por una
parte, la intensidad y cronicidad de la replicacion viral que sigue estimulando
persistentemente el sistema inmunitario y, por otra, la capacidad de éste para controlar
durante largos periodos la replicacion masiva que se produce a lo largo de toda la
enfermedad. Sin embargo, los mecanismos de inmunosupresion y destruccion de los
linfocitos CD4 por el VIH tienen lugar de forma persistente, lo que se traduce en una
disminuciéon del recuento en sangre periférica y, a medio plazo, conllevan una

incapacidad progresiva del sistema inmunitario para contener la replicacion viral. La
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sobrecarga antigénica que representa la replicacion viral mantenida hace que exista una
activacion continua del sistema inmunitario, y esto provoca alteraciones en la
maduraciéon y activacion de linfocitos CD4 y CD8 y un envejecimiento precoz del
sistema. Por otra parte, la emergencia de variantes virales mas agresivas, aumenta la
destruccion linfocitaria y desplazan el equilibrio virus-hospedador a una situacion de
replicacion viral acelerada e inmunosupresion progresiva que caracterizan la infeccion
avanzada. Simultdneamente, existiria un compartimiento linfocitario en que el virus
permaneceria en un estado de latencia absoluta, sin que en la actualidad se conozca con
precision la cinética de transicion de estas células latentes al compartimiento de

replicacion activa (Coiras et al., 2009).

Fase acelerada o estadio de SIDA

Los estadios finales de la enfermedad se caracterizan clinicamente por la
aparicion de infecciones oportunistas, desde el punto de vista inmunoldgico por el
descenso del numero de linfocitos CD4 y, viroldgicamente, por la elevacion de la carga
viral. A medida que la infeccion progresa, el sistema inmune es destruido y se produce
un aumento en la replicacion viral. Esta replicacion acelerada permite una mayor
generacion de mutantes, lo que a su vez aumenta las posibilidades de evasion viral y la
generacion de variantes mas citopaticas. La elevacion de la CV y un rdpido descenso en
la cifra de linfocitos CD4 son los marcadores de la replicacion «salvaje» del virus,

debido al escaso control de un sistema inmune progresivamente deteriorado.

En esta etapa se observa un deterioro de la respuesta humoral y celular frente al VIH:
disminuyen los niveles de anticuerpos frente a p24 y otras proteinas virales, decrece la
tasa de anticuerpos neutralizantes, la actividad citotdxica y el namero de linfocitos CDS.
La pérdida progresiva de linfocitos CD4 es el principal marcador del dafio inmune pero
otros parametros, como las alteraciones de la maduracion y activacion de linfocitos CD4
y CD8 asi como el envejecimiento precoz del sistema inmune, representan mecanismos
patogénicos que se generan durante la fase cronica de la infeccion y que conduciran al
desarrollo del SIDA. En esta fase se ha descrito la emergencia de variantes con un
tropismo X4 en aproximadamente el 50 % de los pacientes (Glushakova et al., 1998).
La deteccion de estas cepas se asocia con un rapido descenso en la cifra de linfocitos

CD4 y un mal pronostico de supervivencia.
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Mecanismos de linfocitopenia CD4

La disminucién de linfocitos CD4 representa el marcador mas importante de la
infeccion por el VIH y no es debido unicamente a una destruccion de las células
infectadas por el virus, sino que es producido por distintos mecanismos que se exponen

a continuacion y se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Mecanismos de linfocitopenia CD4

Alteracion en la homeostasis de los linfocitos CD4
- Redistribucién linfocitaria

- Bloqueo en la regeneracion linfocitaria

Destruccion de CD4 por efecto citopatico directo

Mecanismos indirectos de destruccion de CD4
- Destruccidén mediante mecanismos inmunitarios

- Apoptosis por proteina toxicas del virus (gp160, Vpr, Tat)

Hiperactivacion y agotamiento del sistema inmunitario
- Replicacion persistente del VIH
- Traslocacion bacteriana

- Reactivacion de virus endogenos

Redistribucion linfocitaria

La acumulacion de particulas virales en los organos linfoides origina un
reclutamiento de linfocitos en estas zonas. Por tanto, la linfopenia CD4 no es
unicamente debida a fendmenos de destruccion linfocitaria sino a un «secuestro» en los
organos linfoides. Este fendémeno se ha descrito en otras infecciones cronicas en que
existe una gran sobrecarga y estimulacion antigénica, como las enfermedades por
parasitos. Tras el inicio del tratamiento antirretroviral se produce un rapido descenso del
virus extracelular unido a la membrana de las células dendriticas ganglionares, y este
proceso se asocia con un aumento en el numero de linfocitos CD4 memoria en sangre

periférica (Pakker et al., 1998).
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Bloqueo en la regeneracion linfocitaria

Cuando se inicia la reconstitucion inmunologica tras el TAR, se observa un
aumento en la cinética de division linfocitaria en la subpoblacion CD4 respecto a los
sujetos infectados sin tratamiento y a los pacientes seronegativos. Estos datos
demuestran que, durante la fase cronica de la infeccion, existe un bloqueo de la entrada
de los linfocitos CD4 en ciclo de division. Unicamente con la disminucién de la CV
plasmatica a niveles indetectables, el sistema es capaz de entrar en ciclo de mitosis con
una mayor velocidad. Estos datos apuntan a un nuevo mecanismo de disminucioén de
CD4: el bloqueo en la activacion y proliferacion linfocitaria debido a la infeccion por el
VIH. Este bloqueo puede producirse a nivel central (timo o medula ¢sea) o periférico

(6rganos linfoides) (McCune, 2001).

Destruccion de CD4 por efecto citopatico directo

La destruccion de los linfocitos CD4 representa el evento mas caracteristico de la
infeccion por el VIH (McCune, 2001). Dada la agresiva cinética de replicacion viral,
probablemente gran parte de esta destruccion es consecuencia directa de la replicacion

viral y del consiguiente efecto citopatico en la célula infectada.

Esta destruccion se produce de manera preferente en linfocitos activados, que son
especialmente susceptibles a la infeccion y replicacion viral debido a las siguientes
caracteristicas: altos niveles del receptor CCRS en superficie, niveles elevados de
nucledtidos y ATP que permiten la retrotranscripcion completa del genoma viral y su
transporte al nucleo. Tienen activados también los factores de transcripcion que el VIH
necesita para su replicacion (Coiras et al., 2009). Por este motivo la infeccion y
destruccion de linfocitos CD4 activados es muy superior a la de linfocitos no activados
o en situacion de reposo inmunoldgico. Esto tiene dos consecuencias importantes en la
patogenia de la infeccion. Por una parte, la mayoria de los linfocitos del sistema GALT
se encuentran en estado de activacion, ya que se trata de un entorno sometido a una
enorme sobrecarga antigénica y esto les hace especialmente susceptibles a la infeccion
por el VIH (Coiras et al., 2009). Como consecuencia, una gran proporciéon de CD4
situados en la lamina propia intestinal, que representa mas del 50% de los linfocitos

totales del organismo, es destruida en los primeros dias de la infeccion (Brenchley et al.,
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2004). La destruccion se produce, predominantemente, por efecto citopatico directo del
virus sobre las células infectadas, pero también por mecanismos apoptoticos inducidos
por las proteinas virales, especialmente la gp160. Este mecanismo es particularmente
brutal en la fase aguda de la infeccion, pero se mantiene a lo largo de todas las fases de
¢ésta en que existe viremia (Brenchley et al., 2004) ya que, dado su grado de activacion,
son dianas preferentes de la infeccion. Este dafio es en gran parte irreversible, e incluso
en presencia de TAR no se restituye completamente (Mehandru et al., 2006), por lo que
la barrera inmune, que protege al organismo del paso de gérmenes a través de la mucosa
intestinal se ve profundamente dafiada tras la primoinfeccion. Este deterioro de la
inmunidad de las mucosas tiene unas consecuencias fatales para la evolucion de la
infeccion, lo que ha hecho que algunos autores califiquen a la inmunodeficiencia
asociada a la infeccion por el VIH como resultado de una “catastrofe mucosa”

(Brenchley, Price, & Douek, 2006).

Por otra parte, la puesta en marcha de una respuesta inmune especifica permite un
control de la replicacion viral, pero paraddjicamente contribuye a la destruccion de una
subpoblacion de linfocitos CD4 de especial importancia, los linfocitos memoria
(Brenchley, Ruff, et al., 2006). Como hemos mencionado, los linfocitos activados son
especialmente susceptibles a la infeccion por el VIH y, por tanto, en el proceso de
respuesta frente al virus, los clones CD4 especificos frente al VIH son destruidos de
manera preferente y esto agrava cualitativamente la inmunodeficiencia y reduce la
presion sobre el virus. La disminucién de los linfocitos CD4 que reconocen
determinantes antigénicos frente al VIH tiene, probablemente, consecuencias muy
importantes en la evolucion futura de la infeccion, ya que genera “agujeros” en el
repertorio de respuesta frente al VIH que facilita el escape del virus a la presion inmune

celular.
Mecanismos indirectos de destruccion de CD4. Destruccion inmunomediada.

Los mecanismos de destruccion indirecta pueden clasificarse en aquellos
mediados por la propia respuesta inmunitaria del paciente y los que son debidos al

efecto «toxico» de proteinas, que alteran las vias de transduccion linfocitaria y llevan a

la muerte celular.
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Figura 1.21: Mecanismos de destruccion de linfocitos CD4
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Los linfocitos CD4 infectados se transforman en dianas del sistema inmune y, al
expresar péptidos virales en sus moléculas HLA de clase I, son susceptibles al
reconocimiento y destruccién por linfocitos citotoxicos. En modelos animales se ha
demostrado que la infusion de linfocitos CD4 activados frente al VIH origina una
disminucién del nimero de CD4 infectados. En pacientes con infeccion reciente existe
una correlacion entre el descenso de CD4 y la expansion de clones CD8 antivirales, lo
cual sugiere que este mecanismo puede contribuir a la destrucciéon de CD4 (Famularo,

Moretti, Marcellini, Nucera, & De Simone, 1997).

Apoptosis por proteina toxicas del virus (gp160, Vpr, Tat)

La apoptosis o muerte celular programada constituye un mecanismo fisioldgico
mediante el cual la célula «se suicida» de forma controlada. Los mecanismos de
apoptosis cumplen un papel muy importante en todos los sistemas de desarrollo:
embriogénesis, proliferacion y diferenciacion hematopoyética, control de Ia

proliferacion tumoral y regulacion de la activacion inmunoldgica.
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Numerosos datos experimentales apoyan la hipdtesis de que el VIH puede inducir
apoptosis a través de mecanismos muy diferentes: activacion cronica del sistema
inmune, interaccion entre los receptores y la envuelta viral, efecto toxico de las
proteinas virales, aumento de la expresion de ligandos citotoxicos y sintesis de
quimiocinas por linfocitos y macrdéfagos. Quizas la observacion mas importante in vivo
es la que muestra que, en los ganglios linfaticos de pacientes infectados, existe una
mayoria de células apoptoticas que no se encuentran infectadas y una minoria de células
que replican activamente el virus y no presentan signos de apoptosis (Finkel et al.,
1995). Estos datos, junto con numerosos resultados obtenidos in vitro, sugieren que la
apoptosis puede ser un mecanismo indirecto complementario a la destruccion por efecto
citopatico directo. La muerte celular inducida por apoptosis se produce a través de dos
vias: la via extrinseca, que es activada mediante la union en la membrana plasmatica de
quimiocinas de la familia del TNF-a, receptores que activan vias bioquimicas de muerte
celular, y la via intrinseca, que altera la permeabilidad mitocondrial por sefiales de

estrés intracelular.

Distintas proteinas virales son pro-apoptoticas y actian por mecanismos
diferentes. La union de gpl20 a CD4 activa la via CD95-CD95L y aumenta la
susceptibilidad a la apoptosis mediada por Fas. Ademas de la gp120, se ha descrito que
las proteinas reguladoras Vpr y Tat ejercen un efecto proapoptodtico. La induccion de
apoptosis por Vpr se produce a través de la via endogena, debido a su interaccion con la
proteina translocadora de adenina en la membrana interna mitocondrial. Asimismo, la
proteina 7at es una proteina proapoptotica, especialmente sobre células del sistema
nervioso central. Paradojicamente 7at podria tener un papel antiapoptdtico en linfocitos

infectados, un mecanismo general en muchas infecciones virales.

Ante la infeccion por virus nuestras células disponen de una serie de “sensores”
intracelulares que desencadenan la apoptosis como un mecanismo para evitar la
replicacion y propagacion de los virus. Muchas familias de virus antagonizan estos
“sensores” para mantener la célula viva el tiempo suficiente para permitir su propia
replicacion. Distintos trabajos han demostrado que la expresion intracelular de la
proteina 7at en linfocitos aumenta su resistencia a la apoptosis y ésta podria ser una de

sus funciones (Lopez-Huertas et al., 2010).

41



La apoptosis dependiente de caspasa-3, producida en el linfocito CD4 activado y
replicando VIH es responsable de 5% de la muerte celular por este mecanismo, mientras
que la piroptosis, desencadenada por la presencia de DNA deficientemente transcrito,
que determina una infeccion abortiva en el linfocito, es responsable del 95% de esta, y

estd mediada por caspasa-1 (Doitsh et al., 2014)

Hiperactivacion y agotamiento del sistema inmunitario

Durante la fase cronica de la infeccion se mantienen los mecanismos de infeccion
y destruccion de linfocitos activados, especialmente en el sistema GALT. A su vez, la
persistencia de la replicacion viral origina una activacion constante del sistema inmune
que genera continuamente nuevas poblaciones linfoides con actividad antiviral, lo que
justifica la caida relativamente lenta de los CD4, en lugar de producirse un descenso
mucho mas rapido de estas células, como seria esperable, teniendo en cuenta la cantidad
de mecanismos de destruccion de CD4 existentes. Sin embargo, esta activacion no es
completamente eficaz porque cuando se analiza el sistema inmune en esta fase de la
infeccidn se observa un mal funcionamiento del mismo, que se refleja en un trastorno en
la diferenciacion final de linfocitos CDS8 especificos frente al VIH, que carecen de la

capacidad citolitica requerida (Appay & Sauce, 2008; Douek et al., 2009).

El estudio de distintos marcadores inmunologicos muestra un desequilibrio en la
generacion de células efectoras, el compartimento de proliferacion y las células en
diferenciacion final. La conclusion de la mayoria de los estudios es que en la fase
cronica de la infeccion se produce una activacion permanente del sistema inmune que es
incapaz de erradicar la infeccion y que origina un “agotamiento” o “envejecimiento” del
sistema inmune. Durante afios hemos considerado que la viremia VIH era la causa de
esta activacion constante. Sin embargo, la observacion de que la activacion del sistema
y su senescencia persiste, aunque a menor nivel, en pacientes tratados con CV
indetectable, ha llevado a proponer otras hipdtesis. Dos fuentes antigénicas parecen
jugar un papel esencial en la activacion inmune de los pacientes en tratamiento. Por una
parte, la destruccion del sistema GALT producida en la fase aguda de la infeccion dafia
de manera irreparable la barrera mucosa frente a la microbiota de la luz intestinal. Como
consecuencia, se detecta en los pacientes un aumento en sangre de productos

bacterianos que refleja una translocacion aumentada de los mismos debido a una barrera
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dafiada (Brenchley, Price, Schacker, et al., 2006). Por otra parte, se ha descrito una
replicacion de virus enddgenos, especialmente herpesvirus, que contribuirian a la
activacion cronica del sistema y aceleraria la progresion a SIDA (Deayton et al., 2004).

(Figura 1.22)

Probablemente todos los mecanismos descritos participan en la disminucion de
linfocitos CD4, que representa el marcador esencial de la infeccion por VIH. Es
probable que, en los estadios iniciales de la infeccion, cuando todavia no se ha generado
una respuesta inmune, la elevada replicacion del VIH origine la destruccion directa o
por mecanismos de apoptosis de los linfocitos. Una vez la respuesta inmune celular se
establece, a estos mecanismos se afladiria la destruccion inmunomediada de los
linfocitos infectados por los clones CDS8 especificos y el proceso de agotamiento
inmune que seria predominante a medida que la infeccién progresa. El secuestro en
organos linfoides y el bloqueo timico se produciria preferentemente en las fases de
viremia elevada, ya que el control de la replicacion viral se asocia con una
redistribucion de linfocitos memoria a sangre periférica al principio, y con un aumento
diferido, en 4-12 semanas, del ntimero de linfocitos naives portadores de TRECs, lo que

indica su generacion reciente por los 6rganos linfoides centrales.

Cada familia de virus desarrolla una serie de mecanismos de escape para evitar su
eliminacion por la respuesta inmune. En el caso de los lentivirus, estos mecanismos son
fundamentalmente: su elevado indice de variabilidad, por la elevada tasa de error de la
TI, lo que le permite encontrar agujeros en el repertorio inmunologico; el
enmascaramiento de epitopos de neutralizacion, ocultando los dominios de interaccion
con la célula y exponiéndolos tinicamente cuando se produce la uniéon a CD4; la rapidez
en el establecimiento de la infeccion, antes de que se desencadene la respuesta inmune
especifica; la posibilidad de entrar rdpidamente en una fase de latencia en los
reservorios infectados, lo que le permite escapar a la vigilancia inmunolodgica, al no
expresar productos virales en su membrana, persistiendo en los reservorios a pesar de
una respuesta inmune especifica; y la produccién de proteinas que neutralizan los

factores de restriccion.
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Figura 1.22: Mecanismos patogénicos en la fase cronica de la infeccion.
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1.5.- Complicaciones actuales del VIH

Las infecciones oportunistas (IO) han sido la principal causa de morbilidad y
mortalidad de los pacientes infectados por VIH desde la descripcion de los primeros
casos de SIDA en 1981. El progresivo deterioro de la inmunidad, principalmente celular
pero también humoral, termina produciendo una inmunodepresion grave que da lugar en
fases avanzadas de la infeccion a la aparicion de multiples complicaciones infecciosas
por reactivacion de infecciones latentes (toxoplasmosis, neumonia por P. jirovecci,
infeccion por CMV, tuberculosis (TBC), leishmania, etc), o por infecciones recientes

(mycobacterium avium complex (MAC), neumococo, TBC, etc).
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El TARGA ha contribuido a cambiar de forma notable la evolucion de la
infeccion por VIH, reduciendo drasticamente la incidencia de 10O, asi como la
morbilidad y la mortalidad asociadas. Sin embargo la prevalencia e incidencia de
algunas enfermedades no asociadas a inmunodeficiencia, estdn aumentando en la
poblacion VIH, y en algunos casos son superiores a las observadas en la poblacion
general (Neuhaus et al., 2010). Entre estas enfermedades se encuentran la enfermedad
cardiovascular (ECV), la disminuciéon de densidad mineral 6sea (DMO), las neoplasias,

la enfermedad renal, la enfermedad hepatica y el deterioro neurocognitivo.

1.5.1.- Eventos no SIDA

El aumento de la esperanza de vida logrado con el TAR, la toxicidad derivada de
la exposicion prolongada a fairmacos antirretrovirales y el propio estado proinflamatorio
que genera la infeccion cronica por VIH estan ligados, en mayor o menor grado, a la
aparicion de muchos de estos procesos denominados “eventos no sida (ENOS)”. Estas
comorbilidades de la infeccion por VIH podrian explicar la mayor mortalidad de las
personas infectadas por el VIH en relacion con la observada en la poblacion general. El
estudio SMART (Strategies for Management of Antiretroviral Therapy Study et al.,
2006) demostro el papel directo del VIH en la aparicion de muchos de estos ENOS.
Este estudio compard la administraciéon de TAR continuo o episodico, segun el recuento
de linfocitos CD4, en 5.472 pacientes VIH con un recuento de linfocitos CD4 superior a
350 células/mm3 y sus resultados indicaron que la mortalidad y la incidencia de SIDA o
ENOS fueron significativamente mayores en los pacientes virémicos que no recibian

TAR.

Los ENOS son una patologia emergente tras la generalizacion del TAR, pero
también por el incremento de la edad de los pacientes infectados. Es por ello que la
incidencia de ENOS dependa en gran medida de la cohorte estudiada, ya que el tiempo
de infeccion por el VIH y la edad son factores que van a influir mucho en su aparicion.
Si analizamos la mayor cohorte espafiola en la que se evalian ENOS, como es la
Cohorte RIS, con mas de 5.000 pacientes incluidos, con wuna poblacion
mayoritariamente masculina, una edad media de 36 afios a su entrada en la cohorte, baja
tasa de coinfeccion por VHC y un seguimiento de mas de 2 afos, nos encontramos que

el 54% de los eventos registrados eran ENOS. Los més frecuentes fueron eventos
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psiquiatricos, hepaticos, neoplasias y enfermedades cardiovasculares (ECV), con una
mortalidad por ENOS del 20,9%. Las causas mas frecuentes asociadas a esta mortalidad
fueron las neoplasias y la patologia hepatica (Masia et al., 2013). En la cohorte suiza
(Weber et al, 2013) en el periodo comprendido entre 2005-2009, Weber y
colaboradores demostraron, no solo que la mortalidad en paises con acceso al TAR
estaba disminuyendo, sino que las causas estaban cambiando, alcanzando la mortalidad
por ENOS el 84%. La causa mas frecuente fueron los tumores no definitorios de SIDA
(TNDS). También observaron que los TNDS no solo se presentaron con mayor
frecuencia que en la poblacion general, sino que aparecieron a edades mas precoces, de

forma mas agresiva y en localizaciones atipicas.

En todos los estudios la edad, la inmunoactivacion crénica y el bajo recuento de

CD4 son factores que se asocian a la presentacion de ENOS.

Con algunas excepciones, la mayoria de los estudios que analizan la frecuencia de
los ENOS son ensayos observacionales, de cohortes o de casos y controles. En general,
estos estudios demuestran que los pacientes con infeccion por el VIH tienen un mayor
riesgo relativo de padecer estas enfermedades que la poblacion general. Por otra parte,
estos estudios tienen importantes limitaciones, especialmente, la falta de control de
algunas variables que estdn directamente implicadas en el desarrollo de estas
enfermedades. Ademas, las diferencias observadas en los distintos estudios podrian

estar en relacion con las caracteristicas de la poblacion estudiada.

Sea cual sea la contribucion relativa de cada una de las posibles causas asociadas
a la mayor incidencia de ENOS, la aceleracion ocasionada por el VIH del proceso
natural de envejecimiento, la inmunoactivacion cronica y el aumento de la edad media
de nuestros pacientes aumentard considerablemente la aparicion de estas
comorbilidades. Su prevencion, diagnostico precoz y tratamiento constituyen un nuevo
reto para los clinicos dedicados a la atencion de personas infectadas por el VIH. Por este
motivo, junto con la menor toxicidad a largo plazo del TAR actual, muchos autores
recomiendan el inicio de TAR de forma precoz para suprimir cuanto antes la replicacion

viral del VIH y preservar una buena inmunidad.
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1.6.- Tipos de respuesta frente al tratamiento antirretroviral

Ya en la era previa al TAR, llam¢ la atencion el hecho de que un subgrupo de
pacientes permanecia asintomdtico durante muchos afos. Fueron inicialmente
denominados supervivientes a largo plazo, y posteriormente, no progresores a largo
plazo. En general, se les define como los pacientes con infeccion por VIH de més de 10
afios de evolucion, asintomaticos y con un recuento CD4 superior a 500 células/mm3
sin TAR (Migueles & Connors, 2010). Cuando se generalizd la deteccion de la viremia
plasmatica, pudo constatarse que estos pacientes eran heterogéneos respecto a sus
niveles de CV, que oscilaban entre la indetectabilidad y las 10.000 copias/mL. Para los
pacientes con viremia indetectable (<50 copias/mL) sin tratamiento se propuso el
término “controladores de élite” y para el resto el de “lentos progresores”. Se calcula
que entre un 4 y un 7% de los infectados pueden ser lentos progresores y los
controladores de ¢élite suponen menos del 1% de los infectados. De entre los
controladores de élite, un 10% pierde linfocitos T CD4+ en sangre periférica a pesar de
mantener una viremia indetectable, lo que apoya una vez mas la importancia de los
mecanismos de hiperactivacion inmune independientes del virus para explicar el

deterioro del sistema inmunolégico (Hunt et al., 2008).

La mayoria de los pacientes no pertenecn al grupo anterior y pueden comportarse
frente al virus y responder al TAR de diferentes maneras. Tras iniciar tratamiento la
respuesta mas frecuente es la disminucién progresiva de la CV hasta conseguir la
indetectabilidad en 3-6 meses y un aumento gradual del recuento de linfocitos T CD4.
Este incremento, si bien es variable, se considera normal cuando se sitiia en torno a 50
células/pl en los primeros 6 meses y en torno a 100 células/pl tras 12 meses de TAR.
Existe otro pequefio grupo de pacientes que no consiguen ni la recuperacion del sistema

inmune ni una disminucion de la CV del VIH, son los pacientes en fracaso virolégico.

En ocasiones algunos pacientes en tratamiento, a pesar de no alcanzar en ningiin
momento la supresion de la CV plasmatica del VIH, si presentan una respuesta inmune
en el rango de los pacientes con respuesta completa. Este grupo de pacientes reciben la
denominacion de discordantes virologicos. Finalmente, existe otro grupo de pacientes

que se comporta de manera inversa; es decir, a pesar de conseguir una disminucion del
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virus en sangre periférica y presentar reiteradamente CV indetectable, (<50 copias/ml),
son incapaces de restaurar su sistema inmune y mantienen cifras de CD4 similares a las
que tenian antes del inicio de los antirretrovirales. A este grupo de pacientes se les
conoce con el nombre de discordantes inmunologicos (Julg & Walker, 2009; Kelley et
al., 2009). Segin donde situemos el punto de corte para definir esta recuperacion
incompleta del sistema inmune (< 200 CD4 6 < 350 CD4), el porcentaje de individuos
inmunodiscordantes varia, pudiendo llegar hasta un 30% (Dronda et al., 2002). Esta
diferencia en cuanto a la respuesta al tratamiento tiene importancia, ya que el riesgo de
progresion a SIDA varia en funcion del tipo de respuesta al TAR. Los pacientes con
respuesta completa, obviamente son los que presentan una mejor evolucion, siendo el
mayor riesgo de progresion para los pacientes en fracaso viroldgico. Los pacientes con
respuestas discordantes se sitian en un riesgo intermedio entre los dos grupos
anteriores, pero con una mayor incidencia de mortalidad (Loutfy et al., 2010), eventos
SIDA y ENOS (Buchacz et al., 2012) en el grupo de los pacientes con respuesta
discordante inmunoldgica comparado con los pacientes con respuesta discordante
virologica (Ormaasen, Bruun, Sandvik, Holberg-Petersen, & Gaarder, 2003; Piketty et
al., 2001)_ENREF_89. De estos datos se puede deducir que el factor mas importante de

progresion a SIDA es la ausencia de reconstitucion del sistema inmune.

En el momento actual no se conocen del todo las razones de las respuestas
discordantes, especialmente, de la ausencia de recuperacion del sistema inmune a pesar
de una adecuada supresion de la replicacion viral. Existen al menos tres factores,
publicados en la literatura, que se asocian a una respuesta inmunodiscordante (Gazzola,
Tincati, Bellistri, Monforte, & Marchetti, 2009): un nadir bajo, indicador de un dafio
mas avanzado sobre el sistema inmune (Negredo et al., 2010), la edad, que se asocia a
una capacidad limitada del timo para producir nuevos CD4 (Kaufmann et al., 2005) y
otra infeccion viral crénica asociada al VIH, como el VHC o infeccion por CMV, por
una hiperactividad crénica del sistema inmune (Marchetti et al., 2008). Sin embargo
algunos pacientes con un nadir extremadamente bajo, pueden llegar a recuperar por
completo su sistema inmune, sugiriendo que existen otros cofactores adicionales, no

bien conocidos, que controlan este proceso (Arribas et al., 2008).

Por lo tanto, desde un punto de vista patogénico, podrian considerarse varias

posibilidades para explicar este paraddjico comportamiento que supone la respuesta
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inmunologica discordante y en todas ellas debe involucrarse el sistema linfatico, como
principal reservorio viral. Buzon MJ, y colaboradores defienden que podria persistir una
replicacion viral de bajo nivel a pesar del TAR, bien porque los virus existentes en este
lugar sean resistentes a los farmacos empleados o porque €stos no alcancen niveles
supresores en el ganglio, lo que mantendria la activacion cronica del sistema inmune
(Buzon et al., 2010). Otra posibilidad se relacionaria con la incapacidad de restauracion
del sistema inmunolodgico en la infeccion VIH avanzada, donde podria estar dafiada de
manera irreversible la arquitectura del tejido linfoide, a nivel de la médula 6sea (Moses,
Nelson, & Bagby, 1998), del timo (Ruiz-Mateos et al., 2004) y/o destruccion tisular en
nodulos linfaticos (Nies-Kraske et al., 2009).

Por otra parte, el dafio precoz en el tejido linfoide intestinal favorece el paso de
productos bacterianos al torrente sanguineo provocando mayor activacion del sistema
inmune; la traslocacion bacteriana podria participar en la inmunodiscordancia (Lee et
al., 2009; Marchetti et al., 2008). Marchetti G, y colaboradores (Marchetti et al., 2008),
entre otros autores, han confirmado niveles elevados en plasma de pacientes

inmunodiscordantes (Merlini et al., 2011).

También se ha descrito que la presencia de infecciones cronicas altera el estado
de activacion de los CD4 y ese estado cronico de hiperactivacion lleva a un agotamiento
del sistema inmune y a una inmunosenescencia precoz (Peters et al., 2009). Por ultimo
podria influir el tipo de TAR. Farmacos como los IP, por su mecanismo de accion, ya
comentado con anterioridad, y por la capacidad que tienen de modular los mecanismos
de muerte celular tanto in vitro como in vivo (Hisatomi et al., 2008; Riddler et al.,
2008), pueden tener un efecto diferencial. Negredo E, y colaboradores muestran como
algunos ITIAN a traves de la toxicidad mitocondrial, bien conocida, pueden provocar
un descenso significativo de los CD4 (Negredo et al., 2004). Posteriormente esto no se
ha constatado in vivo y las parejas de ITIAN mas utilizadas actualmente producen

incrementos similares de CD4 (Smith et al., 2009).

1.7. Simplificacion del tratamiento antirretroviral con monoterapia

El desarrollo del TAR, que evoluciond con el aumento de los farmacos y familias
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disponibles hasta llegar a las combinaciones actuales con tres fdrmacos, ha permitido
una disminucion considerable de la mortalidad y la morbilidad en los pacientes
infectados por el VIH (Palella et al., 1998). En los tultimos afios el TAR ha
evolucionado de tal manera que, en los pacientes con VIH (Panel de expertos de Ge,
2015) se debe aspirar al objetivo de conseguir un control sostenido de la replicacion
viral y lograr que esté en todo momento indetectable, por lo que las pautas habituales de
tres farmacos, basadas en una combinacion de ITIAN con un farmaco de otra familia,

siguen siendo la opcidén recomendada por todos los autores.

En la actualidad toda la comunidad cientifica admite que el TAR tiene que
tomarse de forma indefinida y los ITIAN comportan toxicidad acumulada a largo plazo
en un nimero importante de pacientes, por lo que se ha convertido en un objetivo de
muchos grupos investigar nuevos tratamientos o estrategias terapéuticas que, sin
sacrificar su eficacia, tengan menos toxicidad y, si fuera posible, menor coste, aspecto

muy importante para la sostenibilidad de nuestro sistema sanitario.

El concepto de cambio del TAR por motivos distintos al fracaso viroldgico se
desarroll6 originalmente para simplificar las pautas antirretrovirales de los primeros IPs
que, si bien cambiaron la historia de la infeccion por VIH, eran especialmente
complejas y dificiles de tolerar. La investigacion de pautas antirretrovirales mas
sencillas es un objetivo que beneficia a los pacientes y facilita el control para los
médicos por lo que el concepto de simplificacion del TAR estd contemplado en la
mayoria de las guias de practica clinica, como la de GESIDA, a nivel espafiol (Expert
Panel of Ge et al., 2014), y las de la EACS, a nivel europeo (Clumeck, Pozniak, Raffi,
& Committee, 2008).

Tradicionalmente estas estrategias han consistido en el cambio de familias, o en el
empleo de “combos”, pero siempre manteniendo la misma base del TAR: el tratamiento
combinado con tres firmacos antiretrovirales. Sin embargo, en los ultimos afios han
comenzado a explorarse nuevas estrategias de simplificacion del TAR (Achhra & Boyd,
2013) que han puesto en entredicho el paradigma, considerado absoluto, de la triple
terapia frente al VIH. De hecho, se han comunicado datos recientes que sugieren que
algunas combinaciones dobles (biterapias) en pacientes con CV plasmatica indetectable

pueden mantener la eficacia viroldgica a la vez que mejoran la tolerabilidad (Arribas et
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al., 2015; Margolis et al., 2015; Perez-Molina et al., 2015).

Asi mismo, con la aparicion de nuevos IP/r, (Inhibidores de la proteasa
potenciados) con gran potencia antiviral y elevada barrera genética, que remedan el
objetivo pretendido con el TARGA en cuanto a potencia y barrera genética, la
simplificaciéon a una monoterapia con IP/r, desde un régimen estandar es una estrategia

que puede resultar muy interesante en el tratamiento del VIH.

La monoterapia ofrece la posibilidad de utilizar un solo farmaco para controlar la
infeccidn, sin perder las ventajas de eficacia y durabilidad asociadas al TAR, con
importantes beneficios como minimizar la exposicion a farmacos potencialmente
toxicos, evitar el riesgo de efectos secundarios, preservar opciones futuras de
tratamiento y disminuir el coste de la terapia. Esta estrategia se basa en los resultados de
diversos ensayos clinicos comparativos (Arribas et al., 2010; Pulido, Arribas, et al.,
2008) (fundamentalmente MONET y OKO04) en los que la monoterapia con
darunavir/ritonavir (DRV/r) o lopinavir/ritonavir (LPV/r) obtuvieron elevadas tasas de
eficacia viroldgica, aunque el riesgo de fracaso virologico fue discretamente mayor que
cuando el IP se asocid a dos ITIAN, si bien los pacientes recuperaron la indetectabilidad
con la reintroduccion de éstos, (Delgado, 2008) ya que no se producen mutaciones de
resistencia, lo que podria suponer un considerable ahorro sin afectar a opciones futuras
de tratamiento. Estudios de cohortes, con gran nimero de pacientes abalan la utilidad de
la monoterapia como estrategia de simplificacion, especialmente en pacientes bien
seleccionados. Sin embargo en las guias europeas y espafiolas solo se recomiendan
cuando existe toxicidad a ITIAN.

ENREF_24

La monoterapia se ha evaluado también en otras situaciones clinicas: pacientes
naive (Delfraissy et al., 2008), en estrategias de induccion-mantenimiento (Cameron et
al., 2008), con resultados inferiores a los del HAART por lo que no deben

recomendarse.

La comunicad cientifica, desde una perspectiva excesivamente rigurosa, en
nuestra opinion, la considera una estrategia suboOptima respecto al tratamiento estandar,
por las dudas que podria suscitar una supuesta pérdida de potencia antiviral y la menor

penetracion en determinados reservorios o santuarios, lo que ha quedado rebatido. Asi,
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se han ido publicando pequefios estudios con diferentes resultados, a veces incluso
contradictorios, sobre una posible viremia residual en LCR (Canestri et al., 2010), en
semen (Craigo & Gupta, 2006; Solas et al., 2003) y en tejido linfoide, donde se especula
sobre la posible existencia de replicacion residual y de como ésta podria ser causa de un
estado cronico de hiperactivacion del sistema inmune, algo parecido a lo que ocurre con
la translocacion bacteriana como ya se ha comentado, habiéndose relacionado con un
mayor riesgo de ENOS, inmunosenescencia precoz y numerosas complicaciones a largo

plazo en estos pacientes.

La supresion de la CV plasmatica de forma sostenida es actualmente un objetivo
factible para la mayoria de pacientes tratados. La monitorizacion de la eficacia del TAR
tanto en la practica como en la investigacion clinica, se ha realizado clasicamente con la
CV en plasma y las poblaciones linfocitarias CD4 y CDS8. En la mayoria de pacientes,
que tienen una CV plasmatica indetectable de forma sostenida y un recuento de células
CD4 y CDS8 relativamente estable, permiten simplificar el TAR a monoterapia con

bastante seguridad.

Herramientas virologicas no estandares como la determinacion de la CV
plasmatica ultrasensible, del DNA proviral como marcador de replicacion viral en
pacientes con CV suprimida en plasma, y del reservorio celular de VIH, pueden ayudar
a proporcionar una mayor y mejor informacién sobre la eficacia antiviral de la
monoterapia. De la misma manera, otras técnicas inmunologicas como la determinacion
del perfil inmunoloégico de activacion (HLA-DR, CD38+) y senescencia (CD57+) en los
linajes CD4 y CDS8, el cociente CD4/CD8 que se ha relacionado con la
inmunoactivacion (Serrano-Villar et al., 2013) y con la senescencia (Sainz et al., 2013),
los niveles de apoptosis (caspasa-3), y los biomarcadores de inflamacién (IL-6), de
traslocacion bacteriana (LPS, Endocap y RNA 16s) y de activacion mononuclear (sCD-
14) podrian proporcionar datos relevantes en relacion con la inmunoactivacion, lo que
constituye un hecho crucial. La informaciéon preliminar de los resultados de algunos
grupos que han usado estas técnicas, sugiere que estas herramientas virologicas e
inmunologicas aportan informacion adicional que resulta 1til para confirmar la eficacia
de una pauta de simplificacion a monoterapia. De hecho Berta Torres y colaboradores
comunicaron el afio pasado una mayor activacion monocitaria, medida por sCD14, en

un grupo de pacientes en monoterapia comparado con TAR habitual, tras un afio de
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seguimiento (Torres et al., 2014) alertando de nuevo en estos pacientes de un mayor
riesgo a largo plazo de ENOS. Esto no concuerda con lo comunicado por otros autores
como Geretti AM y cols (Geretti et al., 2013), que no encuentran diferencias en el DNA
proviral entre ambos grupos o Solomon A y cols (Solomon et al., 2014), que no
aprecian diferencias en la actividad ni en la longitud de la telomerasa en los pacientes en
monoterapia. Tampoco coincide con lo que nos muestra la experiencia clinica
disponible a mas de tres afios ya en estos pacientes (Arribas et al., 2012; Pulido,

Delgado, et al., 2008).

La monoterapia es una estrategia segura y efectiva a corto y medio plazo, con
buenos resultados en pacientes bien seleccionados, pero para afrontar su efectividad a
largo plazo y despejar definitivamente las dudas, debemos responder si la monoterapia
con IP potenciados se comporta como el HAART desde el punto de vista
inmunoviroldgico, midiendo la replicacion viral por técnicas ultrasensibles, el DNA
proviral y la inmunoactivacion en sangre periférica y en reservorios entre los cuales, el
sistema linfatico es uno de los principales. Por esta razon las amigdalas palatinas, como
representante de éste, son excelentes candidatas para poder estudiar el sistema linfatico,

ya que son facilmente accesibles y pueden ser biopsiadas sin excesiva morbilidad.
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2. Hipotesis



1.

La monoterapia con IPs potenciados tiene suficiente potencia antiviral y alta
barrera genética, como para que puedan ser propuestos como tratamiento de
simplificacion en los pacientes con infeccion VIH, aceptando que en los
reservorios, como el ganglio linfatico, se comportan igual que la triple terapia

desde el punto de vista inmunovirologico.
La existencia de discordancia inmunologica puede explicarse por una mayor

replicacion viral en los reservorios y una diferente respuesta del sistema inmune,

tanto en el ganglio linfatico como en sangre periférica.
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3- Objetivos



3.1.- Objetivos principales

1. Determinar si existen diferencias virologicas y/o inmunolédgicas entre
pacientes con infecciéon VIH en tratamiento con monoterapia y pacientes
en tratamiento con triple terapia, en tejido linfoide amigdalar y sangre

periférica.

2. Determinar si existen diferencias viroldgicas y/0 inmunoldgicas en el
tejido linfoide de pacientes con infeccion VIH y respuesta discordante

inmunolodgica al tratamiento antirretroviral.

3.1.- Objetivos secundarios

1. Determinar si existen diferencias en los parametros de inmunoactivacion
y translocacion bacteriana entre los pacientes en monoterapia y los

pacientes en triterapia.

2. Determinar si existen diferencias en los parametros de inmunoactivacion
y translocacion bacteriana entre los pacientes con repuesta discordante y

respuesta concordante
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4. Métodos



4.1.- Poblacion de estudio.

Se incluyeron pacientes con infeccion cronica por VIH atendidos en la Unidad de
Enfermedades Infecciosos del Hospital Clinico San Cecilio de Granada durante los afios
2012 y 2013, que aceptaron la realizacion de una biopsia de amigdala y podian incluirse

en alguno de los siguientes grupos:

1) Pacientes en monoterapia con un IP/r y con un buen control
inmunoviroldégico que cumplian los criterios de simplificacion a
monoterapia establecidos por las ultimas guias de GESIDA.

2) Pacientes en TAR convencional (triterapia).

3) Pacientes discordantes inmunologicos

Ademas cumplian los siguientes criterios de inclusiéon y ninguno de los de exclusion.

4.1.1.- Criterios de inclusion

* Infeccion VIH documentada.

= Pacientes mayores de 18 afios que firmaron un consentimiento
informado.

= Pacientes en triple terapia o en monoterapia estable durante al menos 24
meses.

= Pacientes con CV indetectable al menos en dos determinaciones durante
los ultimos 12 meses y en el momento de ser incluido en el estudio.

= Buena adherencia a la consulta.

4.1.2.- Criterios de exclusion

= Negativa o incapacidad para la firma del consentimiento informado o
revocacion del mismo.

= Pacientes con CV detectable en los tltimos 12 meses o con mal control
inmunovirologico.

* Tratamiento con agentes inmunomoduladores en el Gltimo afio.
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= Pacientes sin opcion de TARGA por multirrestistencias.

= Pacientes con infeccion definitoria de SIDA en la valoracion.

= Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

= Alteraciones clinicamente significativas de la funcidon renal, cardiaca,
pulmonar, tiroidea, neuroldgica, existencia de enfermedad psiquiatrica, o
alteracion de las pruebas de coagulacion.

= Pacientes con alguna enfermedad autoinmune.

4.2.- Diseno del estudio

Estudio prospectivo, transversal y unicéntrico. El periodo de inclusion se extendid
desde Octubre del 2012 a Octubre 2013. El estudio fue aprobado por el comité de ética
del hospital.

Por las caracteristicas del estudio, y la ausencia de datos sobre muchas de las
variables objeto de valoracion, no se pudo calcular el tamafio muestral. Se decidid
incluir un nimero de pacientes similar a los incluidos en los escasos estudios que han
utilizado biopsias de ganglio para el estudio de las caracteristicas inmunovirologicas de

pacientes con infeccion por el VIH.

En todos los pacientes se registraron las siguientes variables demograficas,
clinicas e inmunoviroldgicas durante la entrevista personal en la consulta y la historia
clinica electronica: edad, sexo, estadio CDC, comorbilidad, mecanismo de transmision
del VIH, TAR previo y actual, si eran fumadores, otras infecciones cronicas como
VHC, VHB o0 CMV, CD4 y CDS8 en el momento de la inclusion, nadir de CD4, tiempo

de indetectabilidad, tiempo de evolucion de la enfermedad y lineas de TAR previo.

4.3.- Determinaciones clinicas y de laboratorio.

4.3.1.- Biopsia amigdalar.

A todos los pacientes, tras firmar del consentimiento y previo estudio de

coagulacion, se les realiz6 una biopsia de amigdala palatina, mediante técnica estandar.
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Para su realizacion se coloco al paciente en sedestacion en un sillon reclinable y
con el cuello en posicion neutra; se retiraron todos los elementos no fijos de ortodoncia
o protesis del paciente. Con la boca abierta y con la ayuda de un depresor se anestesid
localmente la zona con xilocaina al 10% en spray. Tras esperar unos minutos se
procedio a la toma de dos fragmentos de tejido, con una pinza recta de 0.7mm x 0.3mm
(Pinzas de biopsia Karl-Storz- Endoskope®). Uno de ellos fue lavado en condiciones de
esterilidad y tras ser pesado en una balanza de precision, se envid al Servicio de
Microbiologia para su procesamiento y estudio virologico (CV-VIH por técnica
estandar y ultrasensible y ADN proviral). El segundo fragmento, fue enviado al servicio
de Anatomia Patologica, donde se incluyd en parafina para su posterior estudio
inmunolégico (HLA-DR, CD38, Ki67, CD57, CD3, CD4, CD8, cociente CD4/CDS,
CD30y PD-1).

Durante la prueba y los 30 minutos posteriores el paciente permanecidé en
observacion para detectar la aparicion de alguna complicacion que no sucedidé en ningun

paciente.

4.3.2.- Extraccion analitica.

En el momento de la biopsia se realizd una extracciéon de sangre a todos los
pacientes, que se procesd simultineamente a la biopsia en el servicio de Microbiologia,
para estudio virolégico (CV-VIH por técnica estandar y ultrasensible y DNA proviral).
Otra alicuota de la muestra se reservo para la realizacion de marcadores de inflamacion
(IL-6), de inmunoactivacion (cociente CD4/CD8), de activacion monocitaria (sCD14) y

de traslocacion bacteriana (LPS, endocab, RNA 16s).

4.3.3.- Procesamiento de las muestras.

4.3.3.1.- Estudio viroldgico en tejido amigdalar:

Tras el pesado de la muestra en balanza de precision se congeld la muestra -70°C
en buffer de lisis ATL, que contiene clorhidrato de guanidina, hasta el momento de la

purificacion de 4cidos nucleicos (180ul de buffer para 25 mg de tejido). La extraccion
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del ARN se efectuo utilizando dos métodos, uno para la posterior determinacion de CV
de VIH y otro para la amplificacion del gen pol, para la realizacion del test de

resistencia genotipica.

El tubo conteniendo el tejido y buffer de lisis se descongela y se somete a la
accion de proteinasa K para llevar a cabo la digestion del mismo (20ul de enzima para
25 mg de tejido). Esta enzima actua a 56°C, el tiempo de lisis fue mayor de 12 horas
(overnight). Tanto el buffer ATL como la proteinasa K son provistos por el kit QLTAamp
DNA mini kit (Quiagen). Una vez digerido el tejido, la solucion homogénea fue
dividida en partes iguales para continuar con la extraccion mediante ambos métodos

mencionados:

a.- Extraccion COBAS AMPLICOR™ HIV-1 MONITOR (HIS) “Ultrasensible”
para la posterior determinacion de carga viral de VIH.

b.- Continuacion de la extraccion de ARN mediante el kit QlIAamp DNA mini kit
(Quiagen) para la posterior amplificacion del gen pol.

c.- Determinacion de la CV mediante la técnica de COBAS AMPLICOR™ HIV-1
MONITOR (Roche), que permite detectar hasta 20 copias/ml.

4.3.3.2.- Estudio inmunoldgico en tejido amigdalar:

Uno de los fragmentos de biopsia fue incluido durante 24 horas en formol. Tras la
fijacion, se procedio a la inclusion en parafina para estudio inmunolégico. Se estudiaron
las diferentes subpoblaciones linfocitarias: CD3, CD30, CD4, CDS8; Ki67 (como
marcador de replicacion celular), HLA-DR y CD38 (como marcadores de
inmunoactivacion), CD57 (como marcador de inmunosenescencia), la molécula de
muerte programada 1 (PD-1) como marcador de agotamiento o cansancio del sistema
inmune. El PD-1 es una molécula de coestimulaciéon que da una sefial inhibidora; es un
importante regulador negativo de la activacion de las células T y participa en el
mantenimiento de la tolerancia periférica(Okazaki & Honjo, 2006; Parry et al., 2005).
Se descubrio en 1992, por su alta expresion durante la apoptosis(Ishida, Agata,
Shibahara, & Honjo, 1992) y se expresa en células T y B activadas. El nivel de
expresion del PD-1 en las células T es un marcador util para establecer el grado de

agotamiento o cansancio celular, con una clara correlacion entre la expresion de PD-1y
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la progresion de diferentes infecciones virales cronicas(Brenchley, Price, Schacker, et
al., 2006). Posteriormente se calcul6 también el cociente CD4/CDS.

La cuantificacion celular se llevd a cabo por dos observadores expertos. Se
determinaron subpoblaciones linfocitarias mediante anticuerpos monoclonales
especificos, con procedimientos inmunohistoquimicos de alta sensibilidad, que emplean

polimeros marcados con peroxidasa.

4.3.3.3.- Estudio viroldgico en sangre periférica.

Unos minutos antes de la realizacion de la biopsia amigdalar se realiz6 una
extraccion analitica al paciente. A cada paciente se le extrajo un tubo de bioquimica y
dos de hemograma, posteriormente se procedi6 a centrifugar la bioquimica y uno de los
tubos de hemograma, para obtener suero, plasma, y sangre total, que se enviaron a

microbiologia para estudio virologico.

Se realiz6 la determinacion de la carga viral mediante la técnica de COBAS
AMPLICOR™ HIV-1 MONITOR (Roche), que permite detectar hasta 20 copias/ml y
medicion ultrasensible que permite detectar < 5 copias/ml. Se realiz6 también
determinacion semi-cuantitativa de HIV-1 DNA PCR a tiempo real mediante HIV DNA
Cell test kit (ANRS).

4.3.3.4.- Estudio inmunolégico en sangre periférica:

La muestra extraida también se envid al laboratorio de inmunologia, para la
determinacion de los marcadores de inflamacién (IL-6), inmunoactivacion (cociente
CD4/CD8), activacion monocitaria (sCD14) y traslocacion bacteriana (LPS, Endocap, y

RNA 16s).

Marcadores de inflamacion:

Como marcador de inflamacién se utilizo la interleukina 6 (IL-6), por el método

Human IL-6 ELISA kit (Thermo scientific). Todas las muestras se realizaron por

duplicado. Tras preparar todos los reactivos, que tienen que estar a temperatura

ambiente, se diluyeron 30ml del buffer en 870ml de agua ultrapura, posteriormente se

62



afiadieron 240ul de standard diluent a cada tubo. Se reconstituy6 standard con Iml de
agua ultrapura y se afiadieron 160pul al primer tubo, haciendo posteriormente diluciones

seriadas estableciéndose la siguiente curva patron:

CURVA PATRON
1° tubo: 240 pl de Standard diluent que contenia cada tubo + 160ul de

Standar reconstituido (400 pg/ml)
2° tubo: 240 pul de Standard diluent + 160pl del tubo 1 (160pg/ml)
3° tubo: 240 pl de Standard diluent + 160ul del tubo 2 (64pg/ml)
4°tubo: 240 pl de Standard diluent + 160ul del tubo 3 (25.6 pg/ml)
5° tubo: 240 pl de Standard diluent + 160ul del tubo 4 (10,24 pg/ml)
6° tubo: Blanco (Solo tiene 160ul de Standard diluent) (0 pg/ml)

A continuaciéon se mezclaron Streptavidin-HRP dilution buffer (12mL) +
concentrate (30uL). Se retiraron las tiras de la microplaca y se devolvieron a la bolsa
de aluminio que contenia el papel desecante. TMB sustrato: se afiadieron 50ul de
Biotinilated Antibody Reagent a cada pocillo y 50ul de Standars control o muestra por
pocillo. Posteriormente se pipetearon 50ul en cada pocillo. Suero o plasma requirieron,
al menos, diluirlas 10 veces en el Standard diluent, y cubrir con la tira adhesiva que
suministra el kit. Posteriormente se dejo incubar durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se aspir6 cada pocillo y se realizaron hasta 3 lavados llenando cada pocillo
con tampodn de lavado (400ul) ya que la eliminacion completa del liquido en cada paso
es esencial para un buen rendimiento. Después se afiadieron 100ul de Streptavidin-HRP
Solution a cada pocillo y se cubrid con una nueva tira adhesiva. Se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se repitié la aspiracion / lavado y se afiadieron 100ul
de solucion de sustrato TMB a cada pocillo. Se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente, (protegido de la luz). Por ultimo se afiadieron 100pul de soluciéon
de parada a cada pocillo y se mezcl6 bien. La absorbancia de cada pocillo se determind

a los 30 minutos, usando un lector de microplacas ajustado a 450 nm y 550 nm.

Marcadores de Inmunoactivacion:

La inmunoactivacion ha demostrado ser predictor de progresion de enfermedad en

la infeccion por el VIH; es ademas una de las causas subyacentes de inmunosenescencia
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y envejecimiento prematuro en estos pacientes. Como marcador de inmunoactivacion se
realizo el cociente CD4/CD8. La inversion del cociente CD4/CD8 (< 1) es un marcador
subrogado de inmunosenescencia y es un predictor independiente de mortalidad en la
poblacion general (Wikby et al., 2005; Wikby, Johansson, Ferguson, & Olsson, 1994).
Ya antes de la introduccion del HAART en 1996, el cociente CD4/CDS8 se identifico
también como predictor de progresion del VIH (Taylor, Fahey, Detels, & Giorgi, 1989).
Tras el inicio del TAR, lo habitual es que los pacientes VIH normalicen este cociente,
pero es frecuente observar como determinados pacientes, a pesar de una buena respuesta
al TAR, nunca logran normalizarlo. El significado clinico de esto, aun no se conoce
pero el descenso del cociente CD4/CDS en el paciente VIH, se ha relacionado con una
mayor inmunoactivacion (Serrano-Villar et al., 2013) y senescencia (Sainz et al., 2013;
Serrano-Villar, Moreno, et al., 2014), con mayor frecuencia de eventos no SIDA
(Serrano-Villar, Perez-Elias, et al., 2014) y mayor mortalidad (Serrano-Villar, Sainz, et
al., 2014). La determinacion de subpoblaciones linfocitarias se hizo en el laboratorio de

inmunologia de nuestro hospital.

Marcadores de traslocacidon bacteriana:

La traslocacion bacteriana es uno de los mecanismos que se ha propuesto como
causante de la inmunoactivacion cronica en el VIH y existen varios métodos de medida
bien establecidos en la literatura (Abad-Fernandez et al., 2013). Como marcadores de

traslocacion bacteriana se usaron LPS, sCD14, Endocap y RNA 16s.

Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es un componente de la pared bacteriana de los bacilos gram negativos,
que se encuentra elevado en la traslocacion bacteriana probablemente por el dafio que se
produce a nivel intestinal en el tejido MALT en el paciente VIH. Se ha descrito como
marcador de la progresion del VIH y marcador negativo de la restauracion del sistema
inmune (Vassallo, Mercie, Cottalorda, Ticchioni, & Dellamonica, 2012). Persiste

elevado incluso en pacientes con CV controlada.

Se utilizé el método QCL-1000 Chromogenic LAL (120 test kit)(Lonza). La

dilucién realizada: 1:5 y todas las muestras se hicieron por duplicado. Se disolvio la
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endotoxina estdndar de control (CSE) con 1 ml de agua de pureza analitica para LAL
(LRW) y se mezclo en el agitador (Vortex®) durante 15 minutos. Se prepard una
solucion que contenia 1 EU/ml teniendo en cuenta la potencia de la endotoxina
identificada en el certificado de andlisis (CoA). La potencia de nuestro kit fue de 37
EU/ml, por lo que 100ul de endotoxina Stok (37EU/ml) + 3,6 ml de LRW = 1EU/ML.
Se establecio la curva patron desde 1EU/ml hasta 0 EU/ml. Se marcaron los tubos con
las distintas concentraciones y se afiadid la cantidad de LRW y endotoxina

correspondiente a cada uno.

CURVA PATRON:
Tubo 1: Stock propio 1EU/ml
Tubo 2: 0,5 ml de LRW + 0,5 ml del stock propio del tubo 1
Tubo 3: 1,5 ml de LRW + 0,5 ml del stock propio del tubo 1
Tubo 4: 0,9 ml de LRW + 0,1 ml del stock propio del tubo 1
Tubo 5: Blanco, solo LRW

Posteriormente cuando la microplaca alcanz6 una temperatura de 37°C en el
adaptador de bloque térmico, se pusieron 50ul del LRW blanco, estandares de
endotoxina, muestras del producto, controles positivos, etc. en los pocillos adecuados de
la microplaca (siempre por duplicado). Inmediatamente antes de su uso, se reconstituy6
el LAL y se removié la preparacion con suavidad. Luego se verti6 el LAL en un
deposito de reactivos y se mezclo con suavidad. A tiempo cero (T=0), con una pipeta de
ocho canales se colocaron 50ul de LAL en los pocillos adecuados de la microplaca. Se
retir6 la microplaca del adaptador de bloque térmico y se mezclo. Se incubd la
preparacion durante 10 minutos. Se reconstituy¢ el vial de sustrato cromogénico con 6,5
ml de LRW. Tras 10 minutos, se colocaron 100ul de solucion de sustrato cromogénico
de la misma manera que antes y se mezclé y se incubd la preparacion durante 6
minutos.

A T= 16 minutos se colocaron 100ul de reactivo de parada (SDS al 10%) de la
misma manera, se retird la microplaca del apdaptador de bloque térmico y se leyo la

absorbancia de la microplaca a 405-410 nm.
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sCD14

Como marcador de activacidn monocitaria y de traslocacion bacteriana se utilizo

también el sCD14 por el método Human sCD14 Quantikine ELISA kit 96 test (R&D

Systems). El sCD14 es una proteina que expresan los monocitos activados, se relaciona
también con la activacion de quimiocinas y se encuentra elevado en la traslocacion
bacteriana (Marchetti, Tincati, & Silvestri, 2013) porque es un marcador de la respuesta
innata que induce el LPS. Ha sido descrito por Sandler NG, y colaboradores como

predictor de mortalidad en la infeccion por VIH (Sandler et al., 2011).

La dilucion que se utilizéo fue: 1:200. Todas las muestras se realizaron por
duplicado. Tras preparar todos los reactivos, que tienen que estar a temperatura
ambiente, se diluyeron 20 mL del buffer en 500 mL de agua destilada. La solucion
sustrato se prepar6 al menos 15 minutos antes de ser usada. Se mezclaron reagents A y
B, protegidos de la luz y se anadieron 200uL a cada pocillo. Se retiraron las tiras de la
microplaca y se devolvieron a la bolsa de aluminio que contenia el papel desecante. Se
afiadieron 100ul de RD1W diluyente de ensayo a cada pocillo y posteriormente 100ul

de Standard, control o muestra por pocillo.

Como diluyente calibrador se us6 RD5P (1x): 20 mL RD5P (5x) + 80 mL agua
bidestilada y tras reconstituir sCD14 standard con 5ml de RD5P (1x) y 15 minutos de

agitacion suave se establecio la siguiente curva patron:

CURVA PATRON

1° tubo: 500ul de Diluyente calibrador que contenia cada tubo + 500ul de
Standard reconstituido (8000 pg/ml)

2° tubo: 500 pul de Standard diluent + 500ul del tubo 1 (4000pg/ml)

3° tubo: 500 pl de Standard diluent + 500ul del tubo 2 (2000pg/ml)
4°tubo: 500 pl de Standard diluent + 500l del tubo 3 (1000pg/ml)

5° tubo: 500 pl de Standard diluent + 500ul del tubo 4 (500 pg/ml)

6° tubo: 500 pul de Standard diluent + 500ul del tubo 5 (250 pg/ml)

7° tubo: Blanco (Solo tenia 160ul de diluyente calibrador RD5P (1x) (0

pg/ml)
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La muestra (suero) se diluyé 200 veces en la solucion de calibrado RD5P (1x) -->
10puL muestra + 1990 pL del diluente de calibrado RD5P (1x) y se cubri6 con la tira

adhesiva suministrada. Después se incub6 durante 3 horas a temperatura ambiente.

Se aspir6 cada pocillo y se realizaron hasta cuatro lavados. Cada lavado se realizo
llenando cada pocillo con tampoén de lavado (400 pL) ya que la eliminacion completa
del liquido en cada paso es esencial para un buen rendimiento. Después se afiadieron
200ul de sCD14 conjugado a cada pocillo y se cubrié con una nueva tira adhesiva.
Posteriormente se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Se repitid la
aspiracion / lavado y se afiadieron 200ul de solucion de sustrato a cada pocillo. Se
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente (protegido de la luz). Por ultimo se
afiadieron 50ul de solucion de parada a cada pocillo y se mezcld bien. La densidad
optica de cada pocillo se determind a los 30 minutos, usando un lector de microplacas

ajustado a 450 nm.

Endocap

El Endocap es un anticuerpo que neutraliza la actividad de LPS y sus efectos
(Marchetti et al., 2013). Puede ser IgG, IgM e IgA y también esta elevado en la
traslocacion bacteriana cuando estan elevados los niveles de LPS. Se realizd por el

método Endocap ELISA kit HK504 (Hycult biotech). Se utilizé una dilucién: 1:100 de

los sueros problema para cuantificar, en nuestro caso, la IgM. Todas las muestras se
realizaron por duplicado. Tras la preparacion de todos los reactivos a temperatura
ambiente y en condiciones de esterilidad, se mezclaron 20 ml del Dilution Buffer A (5x)
con 70 ml de agua destilada y se homogeneiz6 la solucion. Después se anadieron 10 ml
de Dilution Buffer B (10x). Se determind el numero de pocillos a utilizar y se establecid

la curva patrén (3.5MMU/ml hasta 0 MMU/ml).

Después se afiadieron 225ul del standard reconstituido al primer tubo, y a partir

de ahi se realizaron diluciones seriadas (Figura 2).

67



CURVA PATRON

IgM
225p1 Tube 1 22541 Tube 2 225ul Tube 3 225pl Tube 4 225pl Tube 5 225ul Tube 6

NN N N

Rec. St.

225yl Db 225u1 Db 225ul Db 225ul Db} |225ul Db} |225p1 Db

225ul Db

See CoA
Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5 Tube 6 Tube 7 Tube 8
3.50 1.75 0.88 0.44 0.22 0.11 0.05 0.00 MMU/mI
Figure 2

Después se alicuotaron 100ul por duplicado de la muestras patron y las muestras o
controles en los pocillos apropiados. Sin tocar la cara o la parte interior de los pocillos,
se cubrio y se elimind cualquier burbuja de aire. Posteriormente se incub6 la placa
durante 1 hora a 37 °C. Se lavo la placa 4 veces con tampdén de lavado usando un
lavador de placas y se vacié por inversion de la placa y sacudido del contenido. Se
afiadieron 200ul de tampdn de lavado a cada pocillo, y tras esperar 20 segundos se
vacié el pocillo como se ha descrito previamente. El proceso de lavado se repitio tres
veces y se afiadieron 100ul del conjugado diluido apropiado a cada pocillo utilizando el
mismo orden de pipeteado que se usé con anterioridad y se cubrio la placa e incubarla
durante 1 hora a 37 °C. Luego se repitié el procedimiento de lavado y se afiadieron
100pl de sustrato TMB a cada pocillo. Se cubri6 la placa con papel de aluminio y se
dejo incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente sin exponer las tiras a la luz
solar directamente. Por ultimo se afiadieron 100ul de solucion de parada y tras golpear
suavemente la bandeja para eliminar las burbujas de aire atrapadas en los pocillos se
ley6o la placa 30 minutos después de la adicion de solucion de parada a 450 nm

utilizando un lector de placas.
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Cuantificacion de la carga bacteriana en plasma mediante PCR cuantitativo de

rDNA 16S

La extraccion de ADN se realizdo empleando el kit QIAmpDNA blood mini kit
(Qiagen, Basel, Switzerland) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se partié
de 1ml de plasma que fue centrifugado a 6000 x g (8000 rpm) durante 10 minutos,

siguiendo posteriormente para el aislamiento de DNA gendmico, el siguiente protocolo:

- Se centrifug6é de nuevo el producto bacteriano durante 10 minutos a 5000 x g
(7500 rpm). Posteriormente se introdujo en 180ul de la solucion enzimatica
apropiada (20mg/ml lisozima o 200pg/ml de lisostafina; 20 mM Tris-HCL. pH
8.0, 2mM EDTA; 1,2% Triton).

Se incub6 al menos 30 minutos a 37° y se afiadieron 20ul de proteinasa K y
200 de dilucion buffer AL, y se mezcld en el agitador (Vortex®) durante 15
minutos. Se incub6 nuevamente a 56° durante 30 minutos y luego 15 minutos a

95° (un tiempo mayor de 15 minutos a 95° puede degradar el DNA).

Posteriormente se centrifugd unos pocos segundos y se siguio el protocolo para

purificacion de ADN de tejidos, anadiendo 200ul de etanol (96-100%) a la

muestra y mezclando en el agitador (Vortex®) durante 15 segundos. Una vez
mezclados, brevemente, se centrifugd el tubo para eliminar las gotas del interior.

Es esencial que la muestra, la solucion buffer AL y el etanol se mezclen a fondo

para obtener una solucién homogénea.

- Puede formarse un precipitado con la adicion del etanol. Es esencial anadir todo
el precipitado a la columna de centrifugacion QIlAamp Mini. Este precipitado no
interfiere con el procedimiento QIAamp o con cualquier otro procedimiento
posterior.

- Se anadi6 cuidadosamente la mezcla obtenida en el paso anterior (incluyendo el

precipitado) a la columna de centrifugacion QIAamp Mini en un tubo de

recogida de 2ml, sin mojar el borde. Se cerr6 la tapa y se centrifugd a 6000 x g

(8000 rpm) durante 1 minuto. Se coloco la columna de centrifugacion QIAamp

en un tubo de recogida de 2ml limpio y se desech6 el tubo que contenia el

filtrado. Se cerré cada columna de centrifugacion para evitar la formacion de

aerosoles durante la centrifugacion.
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- Es esencial afiadir todo el precipitado a la columna de centrifugacion QIAamp
Mini y se centrifugd a 6000 x g. En aquellos casos en que la solucion no paséd
completamente a través de la membrana, se centrifugdé de nuevo a mayor

velocidad hasta que se consiguio.

El ADN extraido se cuantificd espectrofotométricamente mediante Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y fluorométricamente mediante Qubit (Thermo
Fisher Scientific, EEUU). Para la cuantificacion de la carga bacteriana se utilizo6 PCR a
tiempo real del gen del ARN ribosémico 16S empleando un sistema 7900HT Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystems), adaptando las condiciones descritas por Yang
y cols (Yang et al., 2002). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de
20 pl, con 10 pLL de TagMan Genotyping Master Mix (Biorad-Hercules, CA, EE.UU.),
325 nM de cada cebador, 375 nM de sonda Tagman y 0.2 ng de ADN molde. Las
secuencias de los cebadores fueron 908F, 5'-AAACTCAAAKGAATTGACGGGG-3',
1096R, 5'-GGGTTGCGCTCGTTRYGG -3' y como sonda TI1052F, FAM-
GCATGGYTGTCGTCAGCTCGTG-BHQI; siendo el tamafio del fragmento
amplificado de 208 pares de bases en Escherichia coli. Los cebadores fueron
optimizados y validados utilizando “RDP probe mach”

(http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp). Las condiciones de PCR fueron las

siguientes, una etapa inicial de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15sa 95°Cy 1
min a 60°C. La curva estandar se obtuvo por diluciones seriadas de ADN de plasmido

conteniendo una copia del gen del rRNA 16S de E. coli.

4.4.- Analisis estadistico

La normalidad de cada una de las variables se determind empleando el test de
Shapiro Wilk. Los valores de las variables cuantitativas, al no ajustarse a una
distribucion normal, fueron expresados siempre como mediana y rango (valores minimo
y méximo). El tratamiento estadistico de los datos cuantitativos se llevd a cabo
comparandolos mediante la comparacion de medias empleando el test t de Student o, en
el caso de las variables de distribucion no normal, el test no paramétrico U de Mann-

Whitney.
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Los valores de las variables cualitativas fueron expresados como frecuencias y
porcentajes, realizdndose la comparacion de las mismas mediante la prueba Chi-
cuadrado y coeficiente de Pearson. El test exacto de Fisher lo aplicamos en aquellos

casos en los que la frecuencia esperada fue menor de cinco.
El nivel de significacion estadistica fijado en nuestro trabajo fue una p menor de

0,05. Los datos y el andlisis estadistico fue llevado a cabo haciendo uso del programa

IBM-SPSS Statistics version 20.0.
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5.- Resultados



5.1.- Caracteristicas de la poblacion estudiada.

Se incluyeron un total de 41 pacientes; 16 de ellos pertenecian al grupo de triple
terapia (9 en tratamiento con Atripla ® (Efavirenz + entricitavina+ tenofovir) y los
otros 7 tomaban dos ITIAN junto a un tercer farmaco de otra familia), 15 estaban en
tratamiento con monoterapia (9 con DRV/r y 6 con LPV/r) y 10 pacientes eran
discordantes inmunoldgicos (de los cuales 7 tomaban un IP acompanado de otros 2
farmacos que no siempre fueron una pareja de ITIAN). Todos ellos cumplian los

criterios de inclusidon y ninguno de exclusion.

Dado que el grupo de pacientes discordantes inmunologicos presentaron
caracteristicas algo diferentes a los otros dos grupos, se decidié mostrar los resultados
en dos partes. En un primer momento se compararon los pacientes en monoterapia
frente a los pacientes en triple terapia; y en un segundo lugar, se compararon los
pacientes discordantes inmunolodgicos frente a los otros dos grupos (pacientes en triple
terapia y pacientes en monoterapia), todos pacientes que presentaban una buena

respuesta inmunovirolodgica o respuesta concordante.

5.2.- Estudio de los pacientes en triterapia y los pacientes en

monoterapia.

5.2.1.- Caracteristicas basales de los pacientes en triple terapia y monoterapia.

Se incluyeron un total de 31 pacientes, 22 varones (71%) y 9 mujeres (29%): 16
pacientes estaban con triple terapia (51,6%) y 15 pacientes (48,4%) con monoterapia.
La edad media global de los pacientes fue de 42,5 afios. La mediana de CD4 en el
momento actual era de 707 células y el nadir de CD4 de 223 células. Todos los
pacientes tenian CV plasmatica indetectable (< de 20 copias/mL) en la actual visita y la
mediana de tiempo que los pacientes llevaban indetectables era de 4 afios en ambos

grupos.
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En cuanto al mecanismo de transmision, el 83,9% de los pacientes habian
adquirido la enfermedad por via sexual; 48,4% por via heterosexual y 35,5% por via

homosexual, mientras que eran UDVP algo menos del 10%.

No se detectaron diferencias significativas en ninguna de las variables analizadas,
especialmente en aquellas que podrian ser un factor que influyera en el estado de
inflamacion o inmunoativacion, como la edad, el tiempo de indetectabilidad, los afios de

evolucion del VIH y la presencia de alguna otra infeccion cronica.

Las caracteristicas epidemiologias, demogréficas, inmunovirologicas y estadio

clinico se representan en la tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas basales de los pacientes incluidos.

Triple terapia Monoterapia p
(n=16) (n=15)
Edad 44 (25-53) 41,2 (24-57) ns
Sexo Varon (n, %) 12 (75%) 10 (67%) ns
Estadio CDC (n, %) ns
A 9 (56) 8 (53)
B 3(19) 1(7)
C 4 (25) 6 (40)
VHC (n, %) 3 (20) 1 (6) ns
CD4 actual 629 (395-1169) 717 (322-1040) ns
Nadir CD4 225 (37-387) 228 (9-452) ns
Mecanismo de transmission (n,%) ns
UDVP 1 (6) 2 (13)
HMX 10 (63) 8 (54)
HTX 531 5(33)
Tiempo de evolucion VIH (aios) 11 (4-19) 12 (2-22) ns
Tiempo de indetectabilidad (afios) 4(4,2) 4 (4) ns

Datos expresados en mediana (rango), salvo que se indique lo contrario. (UDVP:
usuarios de drogas por via parenteral; HMX: Homosexual. HTX: heterosexual, ns: no
significativo)

5.2.2.- Resultados virologicos

Cuando se midié la CV plasmadtica por técnicas ultrasensibles, en el grupo de
triple terapia, de los 16 pacientes, 11 (69%) presentaban CV en cero copias

(indetectable), mientras que en los otros 5 pacientes, la CV se encontraba entre 0 y 20
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copias. En el grupo de monoterapia de los 15 pacientes, 12 pacientes (80%) estaban con
CV-VIH de cero copias (indetectable) mientras que solo 3 presentaban entre 0 y 20

copias; sin diferencias significativas entre ambos grupos.

Al medir la CV en tejido linfoide; 7 pacientes (23%) presentaron CV detectable
en tejido linfoide, 4 en el grupo de triple terapia (25%) y 3 en el grupo de monoterapia
(20%) (p=0,976; RR: 1,067, 195% IC 0,73-1,559). Se realizo ADN proviral en sangre a
todos los pacientes; y en tejido amigdalar a 30 de los 31 pacientes (96,8%), (en un solo
caso no pudo realizarse por problemas con la muestra). De los 30 pacientes, presentaban
ADN proviral detectable en tejido linfoide 10 pacientes (33,3%), 7 en el grupo de triple
terapia y 3 en el grupo de monoterapia. Los resultados del estudio desde un punto de
vista virologico, tanto en tejido amigdalar como en sangre periférica, comparando

ambos grupos, se muestran en la tabla 3.

5.2.3.- Resultados inmunologicos

Se hizo estudio inmunologico en tejido linfoide de 22 pacientes: 12 pacientes en
el grupo de triple terapia y 10 pacientes del grupo de monoterapia (9 muestras no
pudieron procesarse, por no ser adecuadas para el estudio anatomopatoldgico). No se
encontraron diferencias significativas en el nimero de linfocitos CD8, ni de linfocitos
CD30. Los resultados fueron también similares en cuanto al Ki-67, marcador de
proliferacion y recambio celular (Sachsenberg et al., 1998; Tenner-Racz et al., 1998),
asi como en el recuento de PD-1, usado como marcador de innmunoactivacion, de
mayor replicacion viral y de agotamiento del sistema inmune y por tanto mayor
progresion de la enfermedad en pacientes con respuesta concordante (Hatano et al.,
2013) y también en discordantes (Grabmeier-Pfistershammer, Steinberger, Rieger,

Leitner, & Kohrgruber, 2011).

Unicamente se encontraron diferencias significativas en el nimero de linfocitos
CD4 y en el cociente CD4/CD8, con un numero mas elevado de linfocitos CD4 en el
grupo de monoterapia y dicho cociente mayor también en el mismo grupo. Los

resultados se muestran en la tabla 4.
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Tabla 3: Resultados viroldgicos en tejido amigdalar y en PBMC.

Triple terapia Monoterapia p
(n=16) (n=15)
Peso de la biopsia (mg) 17 (36) 23 (26) ns
CV VIH en amigdala (SI) (n,%) 4 (25) 3 (20) ns
CV VIH en amigdala (Log 10) 0 (0-2,95) 0 (0-3,35) ns
ADN proviral en amigdala (n,%) ns
Detectable 7/16 (43,75) 3/14 (21,43)
Indetectable 9/16 (56,25) 11/14 (78,57)
ADN proviral en ganglio (Log 10) 0 (0-4,29) 0(0-4,21) ns
ADN proviral en ganglio 0 (0-16000) 0 (0-19500) ns
(copias/mL)
Carga viral VIH en SP ns
<20 copias/mL 5 3
0 copias/mL 11 12
ADN proviral PBMC (copias/mL) 383 (1490) 258 (712) ns
ADN proviral PBMC (Log 10) 2,61 (2,52-3,17) 2,58 (0-2,98) ns

Los datos se expresan en mediana (rango), a menos que se especifique de otro modo.
PBMC: Células mononucleares de sangre periférica; ns: no significativo.

Tabla 4: Estudio inmunolégico en tejido linfoide.

Triple terapia Monoterapia p
(n=16) (n=15)

Ki-67 1283 (612,9-3806,4) 1924,6 (661,2-4422.5) ns
CD4 3403 (564-5709) 4341 (2870-8241) 0,024
CD8 3051 (779-4129) 3306 (1367-5483) ns
CD30 132,2(10,7-370,9) 135,4 (67,7-322,5) ns
PD-1 367,7 (80,65-1354) 564,5 (193,5-1629) ns
CD4/CD8 1,02 (0,18-1,68) 1,8 (0,69-3,03) 0,017

Los datos se expresan en mediana (rango), a menos que se especifique de otro modo. ns:

no significativa

En cuanto a los resultados inmunologicos en sangre periférica, tampoco se

encontraron diferencias en los parametros analizados. Los resultados se muestran en la

tabla 5.
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Tabla 5: Resultados de inflamacion, activacion y traslocacion bacteriana en

sangre periférica.

Triple terapia Monoterapia p
(n=16) (n=15)

IL-6 (pg/mL) 13,05 (2-37,4) 3,8 (0-13,6) 0,001
CD4/CD8 0,71 (0,19-1,8) 0,86 (0,4-1,57) ns
sCD14
LPS (pg/mL) 0,179 (0,05-0,45) 0,174 (0,1-0,38) ns
Endocap tipo IgM 70,97 (7,85-169,6) 51,31 (7,77-154,96) ns
(MMU/mL)
RNA 16s (Log 10) 3,771 3,808 ns

Los datos se expresan en mediana (rango), a menos que se especifique de otro modo. En
RNA 16s se hace una comparacion de medias, ns: no significativa

5.3.- Estudio de los pacientes discordantes inmunoldgicos frente a

aquellos con respuesta concordante.

5.3.1.- Caracteristicas basales de los pacientes discordantes y concordantes.

Se incluyeron 10 pacientes discordantes, de los cuales 9 eran varones (90%), la
media de edad era de 44 afios y todos ellos tenian también CV < 20 copias/mL. Se
compararon con los 31 pacientes con respuesta concordante (15 en monoterapia'y 16 en
triple terapia). Se encontraron diferencias significativas, logicas por otra parte, en el
nadir de CD4 (31 células vs 228 células) y en el recuento actual de CD4 (mediana de
235 células en el grupo de discordantes frente a 698 células en el grupo concordante).
Se encontraron también diferencias en el tipo de paciente; en el grupo con respuesta
discordante, eran pacientes con una enfermedad con mas tiempo de evolucion, mayor
frecuencia de estadio C de la CDC y el 80% estaban coinfectados por el VHC, frente al
22,6% de coinfeccion en el grupo con respuesta concordante, probablemente por la

mayor frecuencia de UDVP como mecanismo de transmision.
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Las caracteristicas epidemiologias, demograficas, inmunovirolégicas y estadio

clinico se representa en la tabla 6.

Tabla 6: Respuesta discordante frente a respuesta concordante.
Caracteristicas basales.
Respuesta Respuesta p
Concordante Discordante
(n=31) (n=10)
Edad 43 (24-57) 44 (38-53) ns
Sexo Varon (n, %) 22 (71%) 9 (90%) ns
Estadio C de la CDC (n, %) 7 (22,6%) 8 (80%) 0,011
Coinfeccion VHC (n, %) 4 (12,9) 7(70) <0,001
CD4 actual 698 (322-1169) | 235(144-321) | <0,001
Nadir CD4 228 (9-452) 31 (1-160) <0,001
Mecanismo de transmission (n,%) 0,035
UDVP 3 (10) 4 (40)
HMX 11 (35,5) 5 (50)
HTX 15 48,4) 1(10)
Tiempo de evolucion del VIH (afios) 12 (2-22) 20 (5-27) 0,011
Tiempo de indetectabilidad (afios) 4 (1,2-5) 3,5(1,5-5) ns

Datos expresados en mediana (rango), excepto cuando se indique de otro modo.
(UDVP: usuarios de drogas por via parenteral; HMX: Homosexual. HTX: heterosexual;
ns: no siginficativo)

5.3.2.- Resultados virologicos

Desde el punto de vista viroloégico no se encontraron diferencias con significacion
estadistica en la CV plasmatica ultrasensible. Presentaron CV-VIH de cero copias
(indetectabilidad) el 74,2 % de los pacientes con respuesta concordante (23 de 31),
mientras que el resto de los pacientes de este grupo, tuvieron entre 0 y 20 copias. Con
respecto a los pacientes con respuesta discordante, el 70% (7 de 10) tuvieron CV-VIH

de cero copias (indetectables), y los otros 3 tuvieron entre 0 y 20 copias/mL.

Por otra parte mientras que en el grupo con respuesta concordante se detectd
RNA-VIH en amigdala de 7 pacientes (22,6%), en el grupo de discordantes el 90%
presentaba detectable el RNA-VIH (9 de 10) con diferencias significativas entre ambos
grupos (p < 0,001).
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El ADN proviral en tejido linfoide y en sangre periférica no mostr6 diferencias
significativas entre ambos grupos, pero aunque no existian diferencias significativas,
presentaban ADN proviral en amigdala el 30% (9 de 30) de los pacientes con respuesta
concordante con una mediana de O copias/mL, mientras que en los pacientes
discordantes habia ADN proviral en el 60% (6 de 10) con una mediana de 100
copias/mL. En PBMC los porcentajes eran del 70,97% en los pacientes con respuesta

concordante y del 60% en los discordantes. Los datos se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Resultados virologicos en tejido amigdalar y en PBMC. Respuesta

discordante vs respuesta concordante.

Respuesta Respuesta p
concordante discordante
(n=31) (n=10)

Peso de la biopsia (mg) 19 (10-47) 18 (8-27) ns
CV VIH en amigdala (Log 10) 0 (0-3,35) 3,1 (0-4,11) 0,002
CV en amigdala (n,%) < 0,001

Detectable 7/31 (22,6) 9/10 (90)

Indetectable 24/31 (73.4) 1/10 (10)
ADN proviral amigdala (Log 10) 0 (0-4,29) 2 (0-2,68) ns
ADN proviral amigdala 0 (0-19500) 100 (0-484) ns
(copias/mL)
Carga viral VIH en SP ns

<20 copias/mL 8 3

0 copias/mL 23 7
ADN proviral PBMC (Log 10) 2,6 (0-3,17) 1,83 (0-6,06) ns
ADN proviral PBMC (copias/mL) 306 (0-1490) 35 (0-116000) ns

Los datos se expresan en mediana (rango), a menos que se especifique de otro
modo. SP: sngre periférica; PBMC: células monociticas en sangre periférica; ns: no

significativo.

5.3.3.- Resultados inmunologicos

No se detectaron diferencias significativas en los resultados inmunolégicos en el

tejido linfoide. Los resultados se muestran en la tabla 8.
En cuanto a los resultados inmunologicos en sangre periférica, comparando estos

dos grupos, si que se observan diferencias estadisticamente significativas en los datos de

inflamacion medidos por la IL-6 y en datos de inmunoactivacion, medidos por el
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cociente CD4/CDS, con significacion estadistica; pero no apreciamos diferencias en los
pardmetros que se usaron para medir la traslocacion bacteriana (LPS, Endocap y RNA

16s). Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 8: Respuesta discordante frente a respuesta concordante. Resultados

inmunoldgicos en amigdala.

Respuesta concordante Respuesta discordante p
Ki-67 1533 (612,9-4422) 1733,8 (1470-3412) ns
CD4 3725 (564-8241) 4435 (1370-6967) ns
CD8 3074 (779-5483) 3596 (2231-5667) ns
CD30 133,8 (10,7-370,9) 145,1 (26,8-612,9) ns
PD-1 481,8 (80,6-1629) 951 (107-1596) ns
CD4/CDS8 1,29 (0,18-3,03) 1,1 (0,61-1,97) ns

Los datos se expresan en mediana (rango), a menos que se especifique de otro modo.
ns: no significativo.

Tabla 9: Resultados de inflamacion, traslocacion bacteriana y activacion en

sangre periférica.

Respuesta Respuesta p
concordante discordante
(n=31) (n=10)

IL-6 (pg/mL) 8,05 (0-37,4) 16,2 (4,9-68,40) 0,004
CD4/CD8 0,72 (0,19-1,8) 0,37 (0,15-0,82) <0,05
sCD14
LPS (pg/mL) 0,174 (0,054-0,454) | 0,169 (0,095-0,814) ns
Endocap tipo IgM 54,36 (7,77-169,63) 34,70 (13,6-97,85) ns
(MMU/mL)
RNA 16s (Log 10) 3,791 3,933 ns

Los datos se expresan en mediana (rango), a menos que se especifique de otro modo. En
RNA 16s se hace una comparacion de medias, ns: no significativa
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6.1.- Valoracion de los resultados obtenidos en pacientes en triterapia y los

pacientes en monoterapia

No exitieron diferencias significativas en las variables cualitativas y cuantitativas
asociadas con la respuesta al tratamiento antirretroviral, peor evolucion clinica o un
mayor grado de inmunoactivacion, entre los grupos de monoterapia y triterapia, lo que
nos permitid establecer las comparaciones viroldgicas, inmunologicas y de

inmunoactivacion definidas en los objetivos de esta tesis doctoral.

La estrategia de simplificacion a monoterapia, se ha relacionado en algunos
trabajos, con la existencia de una viremia de bajo nivel o con la existencia de “blips”
con una mayor frecuencia que en los pacientes en triple terapia (Lambert-Niclot et al.,
2011). Aunque el significado real de este hallazgo y sus consecuencias no estan todavia
del todo claras, si es cierto que han generado dudas acerca de esta estrategia de
simplificacion. Por otro lado, el origen de estos “blips” o de esta viremia residual de
bajo nivel, tampoco es del todo conocida, y entre las diferentes hipotesis que se han
postulado se encuentra la existencia de una replicacion residual en el tejido linfoide, o

en algun otro reservorio viral, en los pacientes en monoterapia.

Siempre de acuerdo a esta hipotesis, esta mayor replicacion en reservorios seria
debida a una supuesta pérdida de potencia supresora dela monoterapia, lo que llevaria al

paciente a presentar un mayor riesgo de fracaso viroldgico (Doyle & Geretti, 2012).

En consonancia con esta hipotesis, Raboud JM, y colaboradores (Raboud et al.,
2002) afirmaron que la mayor presencia de “blips” se relaciond con una mayor tasa de
fracaso viroldgico. Sin embargo, no todos los autores han encontrado los mismos
resultados Asi, Mira JA, y colaboradores (Mira et al., 2002) comunicaron justo lo
contrario ese mismo afo, demostrando que la existencia de “blips” no se relacion6 en su
estudio con una mayor tasa de fracaso viroldgico. Posteriormente, otros autores han
demostrado que es una estrategia segura, que los “blips” no comportan un mayor riesgo
de fracaso virologico y que no hipotecan opciones futuras de tratamiento (Arribas,

Doroana, Turner, Vandekerckhove, & Streinu-Cercel, 2013).
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En nuestra propia cohorte no hemos encontrado una mayor tasa de fracaso
virologico en los pacientes en monoterapia (Pasquau et al., 2014). Recientemente se han
comunicado los resultados de un estudio observacional, retrospectivo que se llevo a
cabo en 10 hospitales andaluces, incluido el nuestro, en el que se incluyeron mas de 600
pacientes en tratamiento con DRV/r en monoterapia, con un seguimiento de al menos
12 meses. En este estudio, en el 18,5% de los pacientes se utilizd la monoterapia por
efectos adversos a otros farmacos, pero en mas del 80% se utilizé sdlo como estrategia
de simplificacion y observamos una tasa de fracaso viroldégico en menos del 5% de los
pacientes. Ademas se realiz6 genotipado de resistencias en los fracasos, sin encontrar
mutaciones en ningin paciente. Solamente el 2,6% de los que estaban en monoterapia
abandonaron por efectos adversos. Por tanto en la practica clinica diaria, se confirman
los datos de los ensayos clinicos; la monoterapia fue una estrategia de simplificacion
segura, bien tolerada y con baja tasa de fracasos, y como se demuestra con los datos de
este estudio, la hipodtesis de una supuesta menor potencia supresora en el ganglio de la

monoterapia, no se sustenta.

A pesar de que los pacientes de nuestro estudio mantuvieron una CV-VIH < 20
copias/mL en sangre periférica durante una mediana de 4 afos, mas del 25%
presentaron CV detectable en tejido linfoide, pero con independencia del grupo de

tratamiento.

Los reservorios virales son lugares donde el virus se encuentra de forma latente y
puede causar rebotes de viremia cuando disminuye la presion del TAR (Horiike et al.,
2012), La erradicacion del VIH no es posible con los tratamientos actuales pues el virus
integrado en el ADN celular es el principal obstaculo para conseguirlo, junto con la

existencia de reservorios virales.

Se ha descrito que el tejido linfoide es el principal reservorio de nuestro
organismo, por lo que es mas frecuente encontrar replicacion residual en éste que en
otros lugares, que también se consideran santuarios, como los fluidos genitales o el
liquido cefalorraquideo (Gunthard et al., 2001), por eso decidimos tomar biopsias de
una de las zonas de tejido linfoide mas accesibles de nuestro organismo para realizar el

estudio: el tejido amigdalar.
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Nuestros datos, por tanto, son consistentes con los publicados previamente por
otros autores (Garcia et al., 2000; Lafeuillade et al., 1998) y sustentan la hipotesis
ampliamente defendida de persistencia de una replicacion viral en reservorios a pesar de
una respuesta viral en sangre periférica completa y una buena evolucion clinica, pero
que esta replicacion residual existe independientemente del grupo de tratamiento y
aparece tanto en los pacientes en triple terapia como en los que pertenecen al grupo de

monoterapia.

La CV-VIH en plasma se relaciona desde el inicio de la epidemia por el VIH con
infeccion no controlada (Re, Vitone, Bon, Schiavone, & Gibellini, 2006), sin embargo,
los pacientes con carga viral indetectable mantienen ADN proviral en células T CD4
memoria en reposo, monocitos y macréfagos, que se correlaciona con el tamafio del

reservorio viral (Chun et al., 2011).

En nuestro estudio se realizo ADN proviral en 30 de los 31 pacientes incluidos en
los dos grupos que se estdn comparando. Tuvieron ADN proviral detectable en tejido
linfoide 10 pacientes, y cuando se estratificd por grupos de tratamiento, se encontrd que
la mayor parte correspondieron a pacientes en tratamiento con triple terapia (7/16 vs
3/14, p=0,195), diferencia que si bien no fue significativa, orienta a que la ausencia de

significacion podria estar en el contexto de una falta de tamafio muestral.

Nuestros resultados deben ser interpretados con cautela ya que se han evaluado un
escaso numero de pacientes, sin embargo, Lambert-Niclot y colaboradores, y Geretti
AM, y colaboradores, describieron resultados similares a los nuestros, lo que confiere
robustez a los hallazgos obtenidos. Lambert-Niclot y colaboradores, cuantificaron el
ADN proviral en muestras sanguineas de 160 pacientes incluidos en el estudio MONOI-
ARNS 136 y encontraron que a pesar de un aumento en la viremia intermitente en los
pacientes que estaban en monoterapia con un IP potenciado comparados con los
pacientes con triple terapia, éstos presentaron variaciones similares de ADN proviral
con respecto al grupo de triple terapia (Lambert-Niclot et al., 2012). De hecho la
variacion fue menor en los pacientes en monoterapia (0.35 log copias/10° leucocitos vs.

0.51 log copias/10° leucocitos para monoterapia y triple terapia respectivamente).
p p1a‘y trip p p
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Por otra parte Geretti AM, y colaboradores, comunicaron en un subestudio del
Monet (Arribas et al., 2010) que el ADN proviral en sangre periférica permanecio
estable durante las 144 semanas de seguimiento y no mostr6é diferencias entre los
pacientes con monoterapia vs triple terapia, siempre que los pacientes no presentaran
replicacion viral (Geretti et al., 2013). En ambos grupos, el ADN proviral, solo se

relaciono con el nadir de CD4 y con presentar CV detectable.

En la misma linea, Nicastri y colaboradores comunicaron que los pacientes en
tratamiento con IP potenciados presentaban menores niveles de ADN proviral
comparados con los que estaban en tratamiento con ITINAN (Nicastri et al., 2008), lo
que podria sugerir que los IP potenciados podrian tener una acciéon mas potente a nivel
de los reservorios. Si bien no se conoce el mecanismo exacto por el que se produciria
esta mayor actividad, entre las teorias postuladas para explicarlo estaria la inhibicion

que producen los IPs en multiples pasos en el ciclo vital del VIH.

Tradicionalmente la actividad de los IPs se considero limitada a la inhibicion de la
escision de las poliproteinas virales en sus productos, impidiendo, por tanto la
maduracion del virus y terminando el ciclo del VIH (Moyle & Gazzard, 1996). Sin
embargo, en la actualidad se sabe que la inhibicion producida por los IPs va mas alld de
la mera inhibicion de la proteasa viral, interactuando en multiples pasos del ciclo viral

(Rabi et al., 2013):

* Muchos de los viriones defectuosos producidos por la actuacion del IP son
incapaces de completar el ciclo vital del VIH, pero otros muchos si son capaces
de continuarlo, produciéndose el ensamblaje y envoltura posterior, siendo
capaces de interactuar con otras células. Sin embargo, la ausencia de escision de
la gp160 provoca que muchos de estos viriones no sean capaces de entrar en la

célula, no siendo capaces de infectarla.

* Otros muchos viriones, a pesar de la alteracion producida por la actuacion del IP
sobre la gp160 si son capaces de entrar en un nuevo linfocito, continuando el
ciclo vital. Sin embargo, como el IP también actua inhibiendo la escision de la

poliproteina gag-pol, a pesar de haber sido capaz de entrar en el linfocito, no
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sera capaz de comenzar la transcripcion inversa (la transcriptasa inversa se

genera a partir de esta poliproteina gag-pol).

* Finalmente, los escasos viriones que han sido capaces de completar la entrada y
la transcripcion son incapaces de continuar su ciclo vital, puesto que estos
viriones son incapaces de integrarse en el genoma celular ya que, al igual que

sucedia con la TI, la integrasa se genera también desde la poliproteina gag-pol.

Es por ello que, a pesar de existir un aumento de los “blips” o episodios transitorios de
viremia, muchos autores no han encontrado un aumento en los reservorios virales de los
pacientes en monoterapia con IPs (Torres-Cornejo et al., 2014), por lo que se trataria, de

acuerdo con esta hipotesis, de virus defectivos.

Creemos que nuestro estudio pone de manifiesto la seguridad de la monoterapia
ya que no sb6lo no encontramos diferencias en cuanto a la replicacion viral,
independientemente del grupo de tratamiento al que pertenecian nuestros pacientes
(triterapia o monoterapia), sino que incluso encontramos ADN proviral con mayor
frecuencia en el grupo de pacientes en triple terapia, resultados cuya significacion no
estd clara y que deben ser interpretados con cautela, porque el numero de pacientes
incluidos en nuestro trabajo es pequefio y no permite extraer conclusiones definitivas;
por lo que harian falta estudios posteriores con una muestra mas amplia que

confirmaran estos resultados.

En el estudio de los parametros inmunoldgicos en el ganglio linfatico
encontramos, como hallazgo mas significativo, un aumento del recuento de linfocitos
CD4 y del cociente CD4/CD8 en los pacientes en monoterapia en comparacion con los
pacientes en triterapia (4341 células vs 3403 células, p= 0.024 y 1.8 vs 1.02, p=0.017,

respectivamente).

Algunos autores han realizado determinaciones de linfocitos CD4 y cociente
CD4/CDS8 en biopsias de ganglio linfatico, no en tejido amigdalar, pero creemos que los
resultados son extrapolables a los que hemos obtenido nosotros procedentes de muestras
de amigdala palatina dado que, por una parte, la amigdala seria un representante valido

de los acontecimientos que suceden en el ganglio linfatico, y por otra parte, existen
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resultados previos de otro grupo que también estudid el reservorio viral y diferentes
pardmetros inmunologicos mediante biopsia de amigdala y que encontré datos similares
a los descritos en ganglio linfatico; una mayor fibrosis y una peor recuperacion de la
arquitectura normal del tejido linfoide, en pacientes con VIH. Esta mayor fibrosis
estaria mediada por un mayor depodsito de coldgeno y, a pesar de un buen control
inmunovirolédgico tras el TAR, la arquitectura normal del tejido linfoide no se llegaria a
recuperar, presumiblemente, debido a la existencia de una mayor inflamacién y una
mayor inmunoactivacion (Diaz et al., 2011). Este grupo encontré fundamentalmente tres
factores que empeoraban esta fibrosis y que impedian la normal recuperacion del
sistema inmune: la edad, la existencia de CV-VIH detectable en tejido linfoide y estar
en TAR con un régimen constituido sin IP, lo que sugeriria que el IP es un factor
protector frente a la fibrosis y podria favorecer una mayor recuperacion inmunologica

(Diaz et al., 2010).

Si bien no es posible conocer con certeza los motivos de esta disminuciéon de la
fibrosis, entre las posibles hipodtesis estarian las ya comentadas sobre una mayor
potencia de estos farmacos a nivel del reservorio y/o un mejor control de la replicacion
viral, pero también un posible efecto antiapoptotico sobre el que han especulado
algunos autores (Pilon et al., 2002) y/o una regulaciéon del equilibrio entre las
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP del inglés matrix metalloproteases) y
sus inhibidores que daria lugar a una menor disposicion de coldgeno en la matriz (Diaz

etal., 2011).

Estos hechos podrian justificar el hallazgo de un mayor recuento de linfocitos
CD4 en ganglio linfatico de los pacientes en tratamiento con monoterapia frente a los
tratados con triterapia comunicados por algunos autores (Diaz et al., 2010) y que
concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio, donde los pacientes en tratamiento con
una monoterapia con un IP tuvieron, significativamente, un mayor recuento de

linfocitos CD4 en ganglio linfatico y un mayor cociente CD4/CDS.

Dado que los pacientes en el grupo de tratamiento con triterapia podian recibir
tratamiento tanto con IPs o con ITINAN, decidimos realizar un subestudio de estos
pacientes, incluyendo en un mismo grupo a todos los pacientes en tratamiento con IPs,

independiente de si se encontraban recibiendo este tratamiento en monoterapia o como
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parte de una triple terapia. Los resultados confirmaron un mayor recuento de linfocitos
CD4 (4627 vs 2951, p= 0.02) y del cociente CD4/CDS8 (1,6 vs 0,9, p= 0,018) en los

pacientes que recibian un IP.

De nuevo, y al igual que con los resultados obtenidos en cuanto a los pardmetros
viroldgicos, es necesario resaltar que éstos resultados viene derivados del andlisis de
unos datos con un bajo tamafio muestral, por lo que a la espera de estudios con muestras

mayores, deben ser interpretados con cierta cautela.

Finalmente realizamos una comparacion de marcadores de inflamacién e
inmunoactivacion entre los pacientes que recibieron monoterapia y aquellos que

recibieron triterapia.

Como se ha sefialado previamente, una de las mayores dudas que suscita la
monoterapia radica en la posible existencia de una mayor inflamacion que se asociaria
a una mayor incidencia de ENOS vy, por tanto, contraindicaria su empleo por la

toxicidad a largo plazo.

En nuestro estudio no encontramos diferencias en cuanto a la mayoria de los
pardmetros utilizados para medir el grado de inflamacion sistémica, translocacion
bacteriana e inmunoactivacion. Los valores de LPS, endoCab, sCD14 y los niveles de
RNA16S en sangre no presentaron diferencias significativas entre los dos grupos de
pacientes. Sin embargo, si se observaron diferencias en los valores de la IL-6, siendo

mucho menores en los pacientes en monoterapia (3,8 pg/mL vs 13,5 pg/mL; p=0,001).

Estos resultados son parcialmente concordantes con otros muchos publicados con
anterioridad. Estébanez y colaboradores (Estebanez et al., 2014) compararon los valores
de proteina C reactiva, IL-6, fibrindgeno y dimero D de 72 pacientes en monoterapia
con IP con los de 74 pacientes en tratamiento con un IP y dos andlogos, sin encontrar
diferencias significativas entre los dos grupos. Del mismo modo Arenas-Pinto y
colaboradores (Arenas-Pinto et al., 2015) compararon los valores de la proteina C
reactiva ultrasensible, IL-6, IL-8, sCD14 y de la proteina amiloide sérica A de 25
pacientes con monoterapia y 56 pacientes con triple terapia, de nuevo sin encontrar

diferencias significativas entre los dos grupos.
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Con posterioridad se han evaluado marcadores de inflamacion en un ensayo
prospectivo que aleatoriz6 a 234 pacientes a recibir tratamiento con
tenofovir/emtricitabina mas ATV/r (68 pacientes), raltegravir (82 pacientes) o
Darunavir/r (84 pacientes). Se determinaron una multitud de marcadores de actividad
entre los que se incluyeron IL-6, IL-2, sCD14, sCD13, proteina C reactiva ultrasensible,
y dimero D. Existieron diferencias en algunos de los pardmetros en funcion del grupo de
tratamiento y el marcador elegido, pero en ningun caso un grupo concreto de
tratamiento se asocié con un descenso o aumento de todos los marcadores, mostrando
una clara ausencia de relacion entre inflamacion o activacion inmune en funcién de la
existencia de un tratamiento con inhibidor de la proteasa o raltegravir (Kelesidis et al.,

2015).

Nuestros datos son consistentes con los estos estudios previos a excepcion de la
existencia de una marcada diferencia en cuanto a los valores de IL-6. La explicacion de
este hecho podria ser casual, es decir, un hallazgo sin ninguna trascendencia y
explicable dentro de la variabilidad de resultados descritos con este marcador en los
distintos estudios que lo han evaluado ya que de los articulos comentados previamente,
solo el de Kelesidis T y colaboradores (Kelesidis et al., 2015) encontré diferencias en la

IL-6 en el grupo de pacientes en tratamiento con raltegravir.

Sin embargo también podria existir una relacion causal entre la existencia del
tratamiento con IPs y un menor valor de IL-6. Bien por el propio efecto de inhibicion de
proteasas, o bien por una inhibicién directa de la produccion de IL-6, como el que se ha
observado con saquinavir, con el que se ha demostrado un beneficio en enfermedades
de naturaleza desconocida como el sindrome nefrotico resistente a esteroides (Coppo et
al., 2012) o en la hipertension pulmonar primaria (Li et al., 2015). A la luz de estos
conocimientos, es posible que los hallazgos encontrados en nuestro estudio puedan estar
en el contexto de esa posible inhibicion producida por los IPs en la produccion de la IL-
6, mediada por el bloqueo de la sefial TLR4 (Gero et al., 2013). Esta inhibicion de la
produccion de IL-6, si bien es comun para los IPs, no es idéntica para todos ellos,

presentando saquinavir la mayor potencia inhibitoria (Li et al., 2015).
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La existencia de diferentes IPs en los distintos estudios que han evaluado el grado
de inflamacion y de activacion inmune, y la presencia de IPs formando de parte de
muchos esquemas de triterapia en aquellos estudios que han comparado monoterapia

con triterapia, podrian justificar la ausencia de diferencias en cuanto a la IL-6.

En cualquier caso, y consistente con la limitacion inherente al bajo tamano
muestral, los resultados han de interpretarse con cautela, no pudiendo confirmar la

existencia de este supuesto efecto inhibidor de la produccion de IL-6.

Sin embargo, creemos que lo que si se demuestra con nuestro estudio es que no
existen diferencias significativas en cuanto al grado de inflamacidén e inmunoactivacion

entre los pacientes con monoterapia y triterapia.

Por ultimo es necesario sefialar la ausencia de diferencias en cuanto a la
translocacion bacteriana. Tanto los pacientes en monoterapia como los pacientes en
triterapia mostraron valores muy similares de LPS, endoCap y rRNA 16S, sin
diferencias significativas. Este hallazgo sugiere que tampoco a este nivel la monoterapia

conlleva un riesgo en comparacion a la triterapia.

La interpretacion de los valores de rRNA 16S y otros marcadores de translocacion
bacteriana es compleja en los pacientes con infeccion VIH ya que desde el inicio de la
infeccion se producen enormes alteraciones en el intestino que se asocian con un
aumento de la translocacion bacteriana, alteraciones que no llegan a desaparecer en

ningin momento a lo largo de toda la vida del individuo (Dinh et al., 2015).

De nuevo, nos encontramos con datos dispares en la literatura médica. Torres y
colaboradores (Torres et al., 2014), en un estudio transversal que compar6 los valores
de diferentes marcadores de translocacion bacteriana e inmunoactivacion (sCD14, LPS,
LBP e IL-6) en pacientes en monoterapia con IPs (40 pacientes) y pacientes en triterapia
(20 pacientes) encontraron que los pacientes en monoterapia presentaron un mayor
grado de viremia de bajo grado, lo que se asocid de manera significativa con un mayor

valor de todos los parametros de translocacion bacteriana y de inmunoactivacion.
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Por el contrario, BenMarzouk-Hidalgo y colaboradores (BenMarzouk-Hidalgo et
al., 2015), en un interesantisimo estudio compararon los valores de sCD14, LPS y 16S
rDNA en 71 pacientes en triterapia, que cambiaron su tratamiento a una monoterapia
con IPs. A lo largo de 24 meses los autores realizaron mediciones de estos parametros
no encontrando diferencias en ninguno de estos marcadores, concluyendo que la
translocacion bacteriana no presenta un papel pivotal en la activacion de los linfocitos
T, al menos en los pacientes que tengan supresion viral mantenida. En esta misma linea,
Falcon-Neyra L y colaboradores (Falcon-Neyra et al., 2015) no encontraron diferencias
en los valores de LPS, 16S rDNA y sCD14 en 10 nifios que se encontraron recibiendo
una triterapia y 5 pacientes que recibieron una monoterapia con IP.

Una posible explicacion a esta discrepancia en los resultados comunicados por los
diferentes autores, especialmente en lo que respecta al 16S rDNA podria ser la ausencia
de reproducibilidad y certeza de este marcador. Svard y colaboradores (Svard,
Sonnerborg, Vondracek, Molling, & Nowak, 2014) demostraron la ausencia de
correlacion entre el 16S rDNA y otros marcadores habituales de translocacion
bacteriana como el sCD14, o el LPS en pacientes con carga viral indetectable. Mdas atn,
estos autores no encontraron diferencias en los valores del 16S rDNA de pacientes con
infeccion VIH con supresion viral completa y pacientes sin infeccion VIH. Es posible
que las diferencias detectadas por algunos autores en cuanto al 16S rDNA pudieran
estar en el contexto de otros parametros diferentes al hecho de encontrarse en
monoterapia o en triterapia, siendo mas consistentes, por tanto, los resultados que han
comunicado un comportamiento similar de éste y otros parametros en pacientes VIH en

tratamiento con monoterapia y en pacientes en triterapia.

Nuestros resultados serian compatibles con los publicados por estos ultimos
autores, contribuyendo a aumentar los datos que sustentan que tanto la translocacion
bacteriana como otros marcadores de inmunoactivacion no son diferentes entre los

pacientes que reciben monoterapia y aquellos que reciben triterapia.
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6.2.- Valoracion de los resultados obtenidos en pacientes discordantes

inmunoldgicos y los pacientes con respuesta concordante

La segunda parte de nuestro trabajo compard un pequefio grupo de pacientes con
respuesta discordante, frente a pacientes con buena respuesta inmunoviroldgica
(respuesta concordante), independientemente de que se encontrasen en monoterapia o

en triple terapia.

Existen varios factores predictores bien establecidos en la literatura, que se han
relacionado con presentar una respuesta inmunodiscordante, como la edad (Viard et al.,
2001), que disminuye la capacidad de recuperacion del sistema inmune, el nadir de CD4
y un estadio CDC avanzado (Florence et al., 2003), y la presencia, con mayor
frecuencia de alguna otra infeccion viral cronica concomitante (Miller, Haley, Koziel, &
Rowley, 2005), que podrian comportar una mayor inmunoactivacion y por tanto peor

recuperacion del sistema inmune.

En nuestro estudio encontramos diferencias significativas entre los pacientes con
respuesta concordante y aquellos con respuesta discordante en cuanto al nadir de CD4,
el estadio CDC, los anos de evolucion de la enfermedad, el mecanismo de transmision
(mayor frecuencia de UDVP) y la coinfeccion por VHC; todos factores de riesgo
descritos en la literatura para presentar una respuesta discordante inmunoldgica,

pudiendo considerar nuestra muestra como un grupo representativo de esta poblacion.

Es importante conocer los mecanismos que subyacen en la discordancia
inmunologica, para poder disefar estrategias terapéuticas que produzcan una
recuperacion inmunoldgica completa, ya que los pacientes discordantes inmunologicos
presentan un mayor riesgo de padecer enfermedades definitorias de SIDA (Nicastri et
al., 2005; Tan et al., 2008), asi como eventos no SIDA (Gutierrez et al., 2008; Pacheco
et al., 2015), ademas de una mayor mortalidad (Moore et al., 2005).

A pesar de la gran eficacia del TAR actual, numerosos estudios han mostrado que
el VIH puede persistir a través de una replicacion residual en plasma (Hatano et al.,
2010; Palmer et al., 2008) o en determinados tejidos (Chun et al., 2008; Yukl et al.,

2010). Esto podria explicarse por varios mecanismos como la latencia del VIH, la falta
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de eficacia de determinados tratamientos en los reservorios y la persistencia de la

Inmunoactivacion.

Ostrowski SR y colaboradores propusieron la existencia de una replicacion viral
de muy bajo nivel, no detectable en plasma por las técnicas comerciales disponibles en
ese momento, o bien la existencia de replicacion en algun reservorio, que impediria la
recuperacion completa del sistema inmune como causa de la discordancia inmunoldgica

(Ostrowski et al., 2005).

Esta hipodtesis fue confirmada posteriormente, al menos parcialmetne, por Chun y
colaboradores, quienes demostraron la existencia de replicacion viral en tejido linfoide
intestinal en pacientes con buena respuesta al TAR a pesar de llevar varios afios con

CV-VIH suprimida en sangre periférica (Chun et al., 2008).

En nuestro grupo, utilizando técnicas ultrasensibles que detectan entre 0 y 5
copias de ARN-VIH, no encontramos diferencias de replicacion en sangre periférica,
entre los pacientes discordantes y aquellos con respuesta concordante, pero cuando
analizamos CV-VIH en el tejido linfoide, como reservorio viral, si que encontramos una
mayor frecuencia de replicacion viral en el grupo de pacientes discordantes (p< 0.001),
lo que apoyaria la existencia de replicacion en reservorio como causa fundamental de la
discordancia inmunoldgica y confirmando asi una de las hipdtesis de nuestro estudio,
esto es, que la discordancia inmunolédgica no es debida a diferencias en la replicacion
viral en sangre periférica, sino a la existencia de una mayor replicacion viral en los

reservorios.

Nuestros resultados sobre una mayor replicacion viral en ganglio estarian en
consonancia con lo publicado en la literatura por otros autores (Hatano et al., 2013), que
llevaron a cabo un estudio con 190 pacientes en el que midieron, al igual que hemos
hecho nosotros, ARN-VIH por técnicas ultrasensibles y ADN proviral, intentando
correlacionar estos valores con marcadores de inmunoactivacion. Posteriormente
hicieron un segundo andlisis comparando los pacientes inmunodiscordantes, con
aquellos que presentaron una respuesta inmune completa, y observaron que no habia

diferencias entre ambos grupos, en el ARN medido por técnicas ultrasensibles. Por el
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contrario si encontraron relaciéon en el ADN proviral, siendo mayor en el grupo con

discordancia inmunologica.

Geretti AM, y colaboradores, en un subestudio del estudio Monet (Geretti et al.,
2013), encontraron que el ADN proviral se relaciond especialmente con el nadir de CD4
y con la existencia de CV-VIH detectable, por lo que en nuestro trabajo, esperadbamos
encontrar mayor cantidad de ADN proviral en el grupo de discordantes, al presentar un
nadir més bajo y una mayor replicaciéon en tejido amigdalar. Sin embargo no hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas en el ADN proviral, ni en PBMC
ni en tejido linfoide, aunque creemos muy importante sefialar que el porcentaje de
pacientes con ADN proviral detectable en ganglio entre los pacientes discordantes fue
superior (30 vs 50%, p=0,251), con una mediana también mayor en este mismo grupo
(100 copias/mL vs 0 copias/mL), lo que sugiere, una vez mas, que el escaso tamafo
muestral podria haber condicionado el no encontrar significacion estadistica en estas

diferencias.

Nuestros resultados son diferentes a los comunicados por Hatano H, y
colaboradores, que encontraron un mayor porcentaje de ADN proviral en el grupo de
pacientes discordantes (Hatano et al., 2013). Nosotros creemos que los IPs tendrian un
efecto confusor en cuanto a la existencia de replicacion viral en ganglio. Dado que en el
estudio de Hatano no se especifica el tratamiento de los diferentes grupos, es posible
que hubiese el mismo porcentaje de pacientes con IPs, por lo que el supuesto efecto de
éstos sobre la replicacion viral se veria mitigada por las diferencias que determinan la
discordancia inmunologica. En nuestro estudio existe una tendencia a un mayor nivel de
ADN proviral en los pacientes discordantes, aunque de manera no significativa, lo que
podria explicarse porque la mayoria de nuestros pacientes discordantes se encontraban
recibiendo un IP. Esto estaria en consonancia con los resultados comunicados por
Nicastri E, y colaboradores que encontraron menores niveles de ADN proviral en los
pacientes cuyo esquema de tratamiento contenia un IP (Nicastri et al., 2008), lo que
estaria justificado por lo comentado con anterioridad, pues la actividad de los IPs va
mas alld de la mera inhibicion de la proteasa viral, interactuando en multiples pasos del
ciclo viral (Rabi et al., 2013), por lo que creemos que el elevado porcentaje de pacientes

en tratamiento con IPs en el grupo de pacientes discordantes (70%) condicion6 de
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manera decisiva la incapacidad para encontrar diferencias significativas entre los grupos

de pacientes con respuesta discordante y aquellos con respuesta concordante.

Con posterioridad, de manera andloga al estudio realizado con los pacientes en
triterapia y monoterapia, tras realizar el estudio de las caracteristicas viroldgicas de los
pacientes discordantes y concordantes, nos centramos en la valoracion de los distintos

pardmetros inmunolédgicos en el ganglio linfatico.

En este caso no encontramos diferencias en ninguno de los parametros analizados,
lo que hemos de admitir que llama poderosamente la atencidn, puesto que debido a la
existencia de una mayor replicacion viral en el ganglio de los pacientes discordantes,
era esperable encontrar diferencias en los pardmetros inmunologicos en este grupo de
pacientes. Sin embargo, aunque las diferencias no alcanzaron significacion estadistica,
queremos resaltar que si existieron diferencias, especialmente en cuanto al valor del
PD1, siendo muy superiores sus valores en el grupo de pacientes discordantes que en el

grupo de pacientes con respuesta concordante (951 vs 481, p=0,28).

Como se ha comentado con anterioridad, la expresion de PD-1 es un marcador de
inmunoactivacion, de mayor replicacion viral y de agotamiento del sistema inmune
(Grabmeier-Pfistershammer et al., 2011; Hatano et al., 2013), por lo que una mayor
expresion en los linfocitos de los pacientes con respuesta discordante, como la que
hemos encontrado en nuestro estudio, seria lo esperable y, por tanto, creemos que los
resultados obtenido son concordantes con lo publicado hasta la fecha. Es por ello que
creemos que la falta de significacion se debe al bajo tamafio muestral de nuestro

estudio.

Por otro lado tampoco detectamos diferencias en otros marcadores inmunologicos
en ganglio linfatico como el recuento de linfocitos CD4 y cociente CD4/CDS. La

explicacion a este hallazgo so6lo se puede realizar desde la especulacion.

Es conocido que el PD-1 es un marcador de fracaso en la reconstituciéon inmune,
pudiendo ser el tnico marcador alterado en pacientes con respuesta inmunoldgica
discordante y respuesta viroldgica completa, por lo que ha sido considerado por algunos

autores como el marcador més importante de inmunodiscoedancia (Grabmeier-
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Pfistershammer et al., 2011). Desde esta perspectiva, es posible que la ausencia de
diferencias en el resto de pardmetros inmunoldgicos sea el resultado de ese caracter
unico del PD-1, pudiendo considerar la similitud en el resto de las variables
inmunoloégicos entre los pacientes discordantes y los pacientes con respuesta

concordante como un resultado plausible.

Por otro lado, y de acuerdo a lo comentado con anterioridad, el tratamiento con
IPs se asocia con un aumento del recuento de linfocitos CD4 en ganglio linfatico
mediante la disminucion de la fibrosis en ganglio (Diaz et al., 2010; Diaz et al., 2011),
un efecto antiapoptotico (Pilon et al., 2002) y/o la inhibiciéon en multiples puntos del
ciclo viral del VIH producido por los IPs (Rabi et al., 2013). La mayoria de los
pacientes discordantes (7/10) se encontraban recibiendo un IP dentro del esquema
TARGA, por lo que este hecho podria haber influenciado el resultado obtenido, méxime
si tenemos en cuenta que la mitad de los pacientes concordantes no tenian un IP en su
esquema de tratamiento (todos pacientes en triterapia, excepto 2, se encontraban con
esquemas TARGA sin IPs) y que entre los pacientes concordantes existieron diferencias

significativas entre aquellos que recibieron un IP y los que no.

Para comprobar esta teoria realizamos un sub estudio comparando los valores de
los linfocitos CD4 y el cociente CD4/CDS8 en amigdala entre los pacientes discordantes
en tratamiento con IPs y aquellos sin IPs. Los valores mostraron una gran diferencia
tanto en el recuento CD4 (5741 células vs vs 3145 células para pacientes con IPs vs
pacientes sin IPs) como en el cociente CD4/CDS (1,71 vs 0,84 para pacientes con IPs vs
pacientes sin IPs). Sin embargo, al igual que sucedid con los resultados de la muestra
global sin alcanzar diferencias significativas, mediado casi con total seguridad, por el
escaso numero de pacientes (4 vs 2 para pacientes con IPs vs pacientes sin IPs).
Creemos que estos datos sugieren que la presencia de un IP formando parte del esquema
de tratamiento TARGA en la mayoria de los pacientes discordantes podria justificar que
no hayamos encontrado diferencias significativas en cuanto al recuento de linfocitos
CD4 y el cociente CD4/CD8 en amigdala, y dando aun mas robustez a la posibilidad de

un posible papel de los IPs en la recuperacion inmunologica.

Por ultimo nos propusimos valorar los diferentes pardmetros de inmunoactivacion

y translocacidn bacteriana entre los pacientes con respuesta discordante y aquellos con
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respuesta discordante. Del mismo modo que en la comparacion entre los pacientes en
triterapia y los pacientes en monoterapia no encontramos diferencias significativas en la
mayoria ninguno de los parametros analizados, sCD14, LPS, endoCap y RNA 168, a

excepcion de en la IL-6 y el cociente CD4/CDS en sangre periférica.

Antes de comenzar con el estudio detallado de los resultados, esperabamos
encontrar grandes diferencias en cuanto a todos o la mayoria de estos pardmetros de
inmunoactivacion, motivado por el déficit inmunoldgico que presentan los pacientes
con respuesta discordante inmunologica. Sin embargo, tras valorar los resultados
obtenidos en los pacientes en triterapia y aquellos en monoterapia, en los que no
encontramos diferencias significativas, mediado por el bajo tamafio muestral, pero sobre
todo por la falta de reproducibilidad de estos marcadores de inmunoactivacion,

especialmente en cuanto al RNA16S (Svard et al., 2014).

Por el contrario, la existencia de diferencias en el recuento de linfocitos CD4 y del
cociente CD4/CDS8 en sangre periférica eran esperables por la propia definicion de
inmunodiscordancia virolégica por lo que no creemos que deban ser analizados en
detalle. Con respecto a la existencia de valores significativamente superiores de IL-6 en
los pacientes discordantes creemos que su explicacion es multifactorial. La existencia
de valores elevados de IL-6 se ha correlacionado con la coinfeccion por el VHC, la
adiccion de drogas por via parenteral, consumo de tabaco y alcohol y tiempo de
evolucion de la infeccion por el VIH, caracteristicas todas presentes con mayor
frecuencia entre nuestros pacientes discordantes, creemos que, a pesar de encontrarse la
mayoria de estos pacientes en tratamiento con un IP, factor que podria originar una
inhibiciéon de la IL-6 por los mecanismos anteriormente explicados, el hallazgo de
diferencias entre estos dos grupos (discordantes y concordantes) es facilmente

explicable.
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7. Conclusiones



. La monoterapia no condiciona mayor nivel de la replicacion viral

residual ni de ADN proviral en amigdala ni en sangre periférica.

. La monoterapia no comporta una mayor inmunoactivacion mediada
por los marcadores empleados de manera habitual (LPS, sCD14,

RNA 16S).

. La monoterapia se asocid con un mayor recuento de linfocitos CD4 y

un mayor cociente CD4/CD8 en amigdala.

. Los pacientes discordantes presentan una mayor carga viral VIH en

amigdala palatina.

. Los pacientes discordantes no mostraron diferencias en cuanto a la

inmunohistoquimica en amigdala, pero si un mayor grado de

inflamacion sistémica.
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