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5. RESUMEN

Introduccion: el tratamiento antirretroviral es altamente efectivo desde el punto de
vista virologico, pero segun la evidencia disponible, entre un 8 y un 36% de los
pacientes presentan una respuesta inmune discordante (RID, respuesta viroldgica no
acompafada de una adecuada respuesta de linfocitos T CD4). Los mecanismos
implicados son objeto de multiples investigaciones, pero todavia hay numerosos
aspectos no aclarados. La inflamacion cronica y la activacion persistente del sistema
inmune en pacientes con un diagndstico o inicio del tratamiento tardio son clave en la

patogenia.

Objetivos: Analizar clinica e inmunolégicamente una cohorte de pacientes con RID y
compararlos con otra cohorte de pacientes que, partiendo de un nadir bajo, consiguen

una respuesta inmunoldgica adecuada (RIA).

Pacientes y métodos: se trata de un estudio trasversal que compara dos cohortes de
pacientes seleccionadas del total de pacientes con carga viral (CV) indetectable en
seguimiento en las areas sanitarias de El Bierzo y Ledn. La cohorte 1 formada por 16
pacientes con RID (menos de 300 CD4/uL tras al menos 2 afos de carga viral
suprimida), y la cohorte 2 compuesta por 17 pacientes con RIA (pacientes con nadir
<250/ uL, que tras dos afos de tratamiento antirretroviral (TAR) consiguen cifras >500
CD4/uL). Los pacientes aceptaron participar en el estudio y firmaron el Consentimiento
Informado aprobado por el Comité de Ensayos e Investigacién Clinica que rige en
ambos hospitales. Se obtuvieron datos epidemioldgicos y clinicos a través de la
historia clinica y entrevista personal, y analiticos mediante la determinacién de

parametros de laboratorio tras extraccion de muestras sanguineas.

Resultados: La tasa de RID en la poblacion estudiada fue del 4,88%. No se
encontraron diferencias significativas en las variables epidemioldgicas ni clinicas entre
ambas cohortes, exceptuando el consumo de alcohol en el pasado, mayor en la
cohorte 1 (p<0,001) y en el antecedente de enfermedad tuberculosa, mayor en la
cohorte 2 (p=0,047). También hubo diferencias en el tiempo que los pacientes
recibieron TAR de manera ininterrumpida (p<0,001) y CV suprimida, mayor en la
cohorte 2 (p<0,001). En ningun caso se inici6 TAR de manera precoz. Todos los
pacientes tuvieron una adherencia adecuada en los dos afios anteriores al estudio,

sin embargo, once pacientes en la cohorte 1 y cinco de la cohorte 2, habian
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presentado problemas de adherencia en el pasado. Desde el punto de vista analitico,
se encontraron diferencias significativas en el numero absoluto de leucocitos
(p<0,001), neutrofilos (p=0,04), linfocitos (p<0,001) y basofilos (p<0,001), asi como en
todas las subpoblaciones linfocitarias analizadas: T totales (CD3+), T CD4
(CD3+CD4+), T CD8 (CD3+CD8+), NK (CD3-CD16/CD56+), linfocitos B totales
(CD19+) y ratio CD4/CD8. Se encontraron diferencias entre ambas cohortes en
valores absolutos, tanto en los CD4 memoria (p<0,001) y virgenes (p<0,001), como
los CD8 de memoria (p<0,001) y virgenes (p=0.03), menores en la cohorte 1. En
relacion con la activacion de linfocitos T, se detectdé una mayor activacion de los CD4
(CD4+/CD69+/DR+y CD4+DR+CD25+), pero no asi en los CD8. En cuanto al analisis
funcional de los linfocitos T CD4+, no se observaron diferencias significativas en Th1l,
Th2, Th17 ni Th22, pero si en la poblacién de linfocitos T CD4 reguladores (Treg),
mayores en la cohorte 1 (p=0,007). Tampoco hubo diferencias en la funcién del timo
evaluada en base a la presencia de RTE en sangre periférica. Respecto a las células
NK, se detecté menor citotoxicidad en el grupo de pacientes discordantes, incluso tras
aumentar la proporcion de células NK y afiadir IL-2 (p=0.001). En cuanto a capacidad
fagocitica de neutréfilos y monocitos, fue mayor en los monocitos de la cohorte 1

(p=0,02), pero no en neutrofilos.

Conclusiones: la RID en nuestro estudio fue menor que la publicada previamente,
aunque los criterios son variables segun los trabajos. EI consumo previo de alcohol
fue mayor en los pacientes con RID. No se demostraron diferencias en la incidencia
de eventos relacionados o no con sida ni en mortalidad. EIl tiempo de carga viral
suprimida fue un factor determinante para la recuperacion inmune, los pacientes con
RIA permanecieron mas afios con CV suprimida. Los valores absolutos de neutrdfilos,
basdfilos y otras subpoblaciones (linfocitos B, CD8+, células NK) fueron menores en
los pacientes con RID. Estos pacientes, ademas, presentaron mayor activacion de
linfocitos CD4+ y disminucion de linfocitos CD4+ virgenes. La citotoxicidad NK se vio
significativamente disminuida en la cohorte de pacientes con RID, y mejoré tras la
administracion de IL-2, pero permaneciendo en rangos inferiores a los alcanzados por
los pacientes con RIA. La intensidad de fagocitosis fue mayor en los monocitos de los

pacientes respuesta inmune discordante.
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6. ABSTRACT

Objectives: to analyse a cohort of patients with discordant immune response (DIR)
from a clinical and immunological perspective and compare them with another cohort

of patients who, starting from a low nadir, achieve an adequate immune response.

Patients and methods: this is a cross-sectional study that compares two cohorts of
patients selected from the total number of patients with undetectable viral load under
follow-up in the health service areas of El Bierzo and Ledn. cohort 1 is made up of 16
patients with discordant immune response (<300 CD4/uL after at least 2 years of
suppressed viral load). cohort 2 is made up of 17 patients with adequate immune
response (patients starting from a low nadir, >500 CD4/uL after antiretroviral therapy
(ART) and at least two years with suppressed viral load). The patients agreed to
participate in the study and signed the Informed Consent approved by the Clinical
Trials and Research Committee that governs both hospitals. Epidemiological and
clinical data were obtained through clinical history and a personal interview with
patients. Analytical data were obtained by determining laboratory parameters after

taking blood samples from each participant.

Results: the DIR rate in the studied population was 4,88%. No significant differences
were found in the epidemiological or clinical variables between both cohorts, except
for alcohol consumption in the past, higher in cohort 1 (p<0,001) and in the history of
tuberculosis disease, higher in cohort 2 (p=0,047). There were also differences in the
time that patients continuously received ART (p<0,001) and suppressed viral load,
which was longer in cohort 2 (p<0,001). Under no circumstances ART was started
early. All patients had adequate adherence in the two years prior to the study, however,
eleven patients in cohort 1 and five in cohort 2 had presented adherence problems in
the past. From an analytical point of view, significant differences were found in the
absolute number of leukocytes (p<0,001), neutrophils (p=0,04), lymphocytes (p<0,001)
and basophils (p<0,001), as well as in all the lymphocyte subpopulations analysed:
total T (CD3+), CD4 T (CD3+CD4+), CD8 T (CD3+CD8+), NK (CD3-CD16/CD56+),
total B lymphocytes (CD19+) and CD4/CD8 ratio. Regarding the analysis of memory
and naive lymphocytes, differences were found between both cohorts in absolute
values, both in memory CD4 (p<0,001) and naive CD4 (p<0,001), as well as memory
CD8 (p<0,001) and naive CD8 (p=0,03). In relation to the activation of T lymphocytes,
a greater activation of CD4s (CD4+/CD69+/DR+ and CD4DR+CD25+) was detected,
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but not in the case of CD8s. Regarding the functional analysis of CD4+ T lymphocytes,
no significant differences were observed in Thl, Th2, Th17 or Th22, but there were in
the population of regulatory CD4 T lymphocytes (Treg), higher in cohort 1 (p=0,007).
There were also no differences in the function of the thymus assessed according to
the presence of RTE in peripheral blood. Regarding NK cells, significantly less
cytotoxicity was detected in the group of discordant patients, even after increasing the
proportion of NK cells and adding IL-2 (p=0,001). Regarding the function of neutrophils
and monocytes, a greater phagocytic capacity was observed in monocyte
phagocytosis in cohort 1 (p=0,02) but not in neutrophils.

Conclusions: the DIR in this study was lower than the previously published in other
studies, although their criteria are variable. Previous alcohol consumption was higher
in DIR patients. This fact is possibly due to the size of the sample and the time of
follow-up, no differences were demonstrated in the incidence of events related or not
to AIDS or mortality. Time of suppressed viral load was a determining factor for immune
recovery, since the patients with adequate immune response remained with
suppressed viral load for more years. Lower absolute neutrophil and basophil values
were observed in patients with DIR, as well as in all lymphocyte subpopulations (B
lymphocytes, CD8+, NK cells) compared to patients with adequate immune response.
Functional immunological factors: at a functional level, discordant patients presented
greater activation of CD4+ lymphocytes and a decrease in naive CD4+ lymphocytes,
without differences in the recent thymic emigrants (RTE) values. NK cytotoxicity was
significantly decreased in the cohort of patients with DIR, and improved after IL-2
administration, but remaining in lower ranges than those reached by patients with
adequate immune recovery. The intensity of phagocytosis was higher in monocytes

from patients with discordant immune response.
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7. INTRODUCCION

Epidemiologia:

Desde la comunicacion de los primeros casos de infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana en 1981, se estima que 78 millones de personas se han
visto afectadas. Actualmente el nUumero de personas infectadas por el VIH, segln
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es de 37.9 millones. La
mortalidad durante estos afos ha sido devastadora y se calcula que es superior a los
33 millones, la mayor parte de ellos en el continente africano. Segun la misma fuente,
sélo un 73% de la poblacion infectada recibe tratamiento antirretroviral, con las

consecuencias que ello implica.

En Espafia, segun datos del Ministerio de Sanidad-Plan Nacional sobre el Sida
(Ministerio de Sanidad, 2019) e infografia posterior, en el afio 2018 se notificaron 3244
nuevos casos, lo que se suma a una prevalencia que se calcula alrededor de 0.3% en
la poblacion general. De estos pacientes, cerca de la mitad (47.6%) siguen siendo
diagndsticos tardios, la mayoria (85.3%) se identifican en varones, con una media de
36 afos de edad y algo mas de la mitad ocurren en hombres que tienen sexo con
hombres (56%). La tendencia global de la incidencia es descendente. Sin embargo, la
tasa de infeccion es superior a la de otros paises de la Union Europea. La mortalidad
por VIH en nuestro pais alcanzdé un maximo en el afio 1995, y desde entonces ha
disminuido. Se notificaron 442 muertes en el afio 2018, que suponen el 0.1% de la

mortalidad global.

El tratamiento antirretroviral y las politicas sanitarias a nivel mundial han
cambiado radicalmente la evolucion de esta enfermedad. A pesar de esto, la infeccidn
por VIH sigue siendo en la actualidad un problema de salud publica. Estamos lejos de
alcanzar los objetivos 90-90-90 establecidos para el pasado afio 2020 por la OMS
(90% de las infecciones diagnosticadas, un 90% de estas tratadas, de las cuales un

90% mantendrian una carga viral indetectable).
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FIGURA 1. PREVALENCIA, INCIDENCIA Y MORTALIDAD EN LA EPIDEMIA DE VIH. 2018. OMS
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Patogenia del VIH:

El virus de la inmunodeficiencia humana en un virus ARN monocatenario de la
familia de los retrovirus. Identificado en 1983, 2 afios después de la notificacion de los
primeros casos de pacientes con sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida,
sigue siendo objeto de infinidad de investigaciones sobre su mecanismo de actuacién
y persistencia en los organismos infectados. Este virus tiene un tropismo especial por
los linfocitos T CD4, aungue puede infectar a casi la totalidad de las células del sistema

inmunoldgico.

La entrada del virus en la célula precisa de su adhesion a determinadas
moléculas de superficie, como pueden ser glucosaminoglicanos, gangliésidos o
lectinas (DC SIGN o L SIGN) que estan presentes en las células dendriticas, y que
van a actuar como facilitadoras en la interaccion del virus y los linfocitos T. Por otra
parte, existen receptores de quimioquinas que actian en el proceso de entrada en la
célula huésped (CXCR4, minoritario salvo en fases finales de la enfermedad, y CCR5)
y otro receptor especifico del VIH que es el receptor CD4. Este Ultimo se expresa
principalmente en la superficie de los linfocitos T colaboradores y de la estirpe
mononuclear fagocitica. Para esta interaccion son necesarias las proteinas gp120 y
gp41 del virus (proteina de superficie y transmembrana respectivamente). A partir de
ahi, se traslada la cdpside integra hasta el nucleo a través de los poros, donde va a
producirse la rotura de la misma para comenzar la retrotranscripcion del material
genético viral (Zila et al., 2021). La mayoria de estos transcritos no se finalizan y son

degradados, y una parte se integra en el ADN de las células infectadas; esto es lo que
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se conoce como ADN proviral. Puede ocurrir tanto en células activadas como en
estado latente, lo cual hace que pase desapercibido para el sistema inmune. El resto
del material no integrado permanece como parte del reservorio y se considera un
marcador de replicacion viral en pacientes con CV indetectable en plasma. Que se
lleve a cabo la transcripcion de ese material integrado y contribuya a la replicacién del
VIH depende principalmente de la actuacion de la proteina NF-KB factor

transcripcional, que aumenta en las células activadas.

En una primera fase, el VIH interacciona con células dendriticas y linfocitos de
mucosas (sistema GALT) y destruye un 60% de estos, siendo mucho mayor la
deplecion a este nivel que en sangre periférica. Esta pérdida no va a recuperarse en
fases posteriores aun en presencia de tratamiento antirretroviral (TAR) y recuperacion
cuantitativa de linfocitos. En esta localizacion, se identificaran diversas citoquinas, de
las cuales parece que tiene un papel clave la CXCL12 que inhibe la expresion de
CXCR4 y favorecera la de CCRS5, lo cual explicard una mayor prevalencia de este
receptor en un primer momento. A partir del cuarto dia, la infeccién alcanza los
organos linfoides, donde se concentran viriones que destruirdn, mediante un efecto
citopético directo, los linfocitos con los que entren en contacto. Este fendmeno
presenta su maxima actividad entre los dias 6 y 10 tras la infeccién. Consecuencia
directa de esta destruccion es la inmunosupresion severa que alcanzan los pacientes,
y que les hace susceptibles a la aparicién de infecciones oportunistas y neoplasias, y
al deterioro del sistema nervioso central, y que en el futuro va a repercutir en la
evolucion de las comorbilidades y mortalidad (Podzamczer et al., 2021). En los dias
siguientes se reclutan linfocitos T CD4 y se produce la diseminacién del virus por el
organismo. Entre la tercera y cuarta semana disminuye la carga viral y se establece

el punto de equilibrio entre ésta y la actividad de los linfocitos TCD8 citotoxicos.

Tras la pérdida de células T CD4 en la fase aguda de la infeccién, se produce
una recuperacion bifasica que consta de una primera etapa, que se desarrolla a lo
largo de varios meses, en la que disminuye la apoptosis y se produce una
redistribuciéon de las células T memoria que estaban previamente en el tejido linfoide.
Posteriormente, hay una recuperacion menos intensa, que se mantiene afos, en la
gue aumenta la produccion en el timo y la vida media de los linfocitos T CD4. Estos
mecanismos difieren en intensidad segun el nadir de linfocitos T CD4 alcanzado por
el paciente y afecta también a otras células del sistema inmune. Después de varios

afios en ausencia de tratamiento se alcanza la fase final o SIDA, en la que la deplecion
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de linfocitos T CD4 es de nuevo mas intensa, el efecto citopatico vuelve a cobrar

importancia y aumentan las variantes CXCR4.

Linfopenia. Mecanismos.

La linfopenia severa que se observa en estos pacientes no solo esta causada

por el efecto citopatico directo, que es consecuencia de la replicacion viral, sino

también por diversos mecanismos indirectos relacionados fundamentalmente con la

activacion inmune y la inflamacién cronica. Estos dos procesos se consideran, a dia

de hoy, las principales causas de pérdida de células T en pacientes con carga viral

suprimida. Lo que no parece estar claro es el peso de cada uno de los fendbmenos que

conforman este escenario. Las distintas vias que conducen a esta situacion se

desarrollan a continuacion siguiendo el esquema de una revision exhaustiva publicada

por el grupo de Younas en 2016 (Younas et al., 2016) con algunas notas adicionales

aportadas por otros autores:

Los linfocitos T CD8 citotoxicos destruyen linfocitos T CD4 infectados que
presentan péptidos virales.

El VIH activa directamente el sistema inmune innato (monocitos y macréfagos) e
interacciona con los receptores Toll like o de reconocimiento de patrones (TLR),
los cuales a su vez activan la produccion de interferén alfa e intervienen en la
liberacién de citoquinas proinflamatorias.

Se produce una redistribucion de los linfocitos en los 6rganos linfoides y un
blogueo en la regeneracion de estos. Hay una salida a sangre periférica de
linfocitos T memoria (alterando la maduraciéon de estos clones y favoreciendo un
envejecimiento precoz). Unas tres semanas después de la infeccién aguda, se
produce un efecto rebote y aumentan los linfocitos T virgenes. Una vez que la
replicacion del virus se ha controlado con el tratamiento, se va a recuperar
parcialmente la tasa de formacién de linfocitos T memoria.

La coinfeccion por diversos virus se ha relacionado con un estado de activacion
permanente del sistema inmunoldgico (a través de la activacion de células T y
produccion de interleucinas). Este fendmeno ha sido descrito en el virus de la

hepatitis B (VHB), virus de herpes simple (VHS), virus de Epstein Barr (VEB), virus
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herpes tipo 8 (VHH-8), virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) y
citomegalovirus (CMV). También ocurre con la infeccidn por el virus de la hepatitis
C (VHC), situacion en la que se ha demostrado una menor inflamacién tras la
respuesta sostenida al tratamiento antiviral especifico (Badano etal., 2019;
Garcia-Broncano et al., 2020; Miller et al., 2005; Potter et al., 2010) .

La translocacion bacteriana, que puede estimarse detectando la presencia de
lipopolisacéarido bacteriano en sangre (Somsouk et al.,, 2015), tiene un papel
fundamental en la inflamacion crénica. Esto se debe al efecto directo en la
destruccion de tejido linfatico intestinal, en concreto los linfocitos T helper 17
(Th17), clave en el control de la infeccién a este nivel, y por una alteracion en la
permeabilidad del epitelio, favoreciendo el paso de patégenos al resto del
organismo y perpetuando la activacion. Esto ultimo podria explicarse por el
aumento del espacio intercelular en la mucosa intestinal (Tincati et al., 2016). Se
han realizado aislamientos de multitud de microorganismos en sangre periférica y
se han objetivados cambios en la microbiota intestinal que realimenta esta
situacion de inflamacién (Xu et al., 2018).

La activacion cronica del sistema inmune favorece la senescencia de los linfocitos
T.

La apoptosis, no sbélo estimulada por agentes externos, sino sobre todo
desencadenada en el interior de la célula a través de una alteracion de la
permeabilidad mitocondrial, afecta principalmente a linfocitos no infectados
mediante el estimulo de proteinas como gp120 u otras particulas virales, como la
proteina viral accesoria (Vpr) y la proteina reguladora transactivadora de la
transcripcion viral (Tat).

La linfopenia per se contribuye a la activacion inmune como se ha visto en estudios
de pacientes con linfopenia de linfocitos T CD4 aislada idiopética (Zonios et al.,
2008). A su vez la linfopenia estimularia la produccion de interleuquina 7 (IL-7),
que contribuye a la expansion de los linfocitos T CD8 ya que tiene un papel
proinflamatorio (Irini Sereti et al., 2009).

También se han descrito polimorfismos genéticos implicados en la linfopenia, y

variaciones genéticas en INFy e interleuquina 19 (IL-19) (Garcia et al., 2019).
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Cambios en otros compartimentos del sistema inmunoldgico.

A nivel celular existen cambios en todos los compartimentos del sistema
inmunologico. En general, se produce una deplecion de células del sistema inmune
adaptativo de manera directa, e indirectamente de las células de sistema inmune
innato. También de forma global se observa un cambio de fenotipo hacia subtipos
disfuncionantes y hay una activacion transversal de todos los compartimentos.
Pacientes con una infeccidbn mas avanzada tienen mas riesgo de presentar algunos

procesos aberrantes como es el sindrome de reconstitucion inmunoldgica.

Linfocitos T CDA4.

Los linfocitos T CD4 reconocen antigenos presentados por el complejo mayor
de histocompatibilidad tipo I (HLA II). Tienen una funcidon principalmente
colaboradora, y se diferencian en diferentes extirpes funcionales dependiendo del
contexto tisular en el que se produce la presentacion antigénicay del tipo de citoquinas

alli presentes (Figura 2):

e En el caso de los linfocitos T helper tipo 1 (Thl), producen de forma preferente
interleuquina 2 (IL-2) e INF-y y potencian la actividad de los linfocitos T citotéxicos,
las células natural killer (NK), linfocitos B y macréfagos e intervienen en la defensa
de infecciones intracelulares (Salmonella spp y Mycobacteria spp.).

e Los linfocitos T helper tipo 2 (Th2), producen de forma preferente interleuquina 4 y
5, favoreciendo la produccion de inmunoglobulinas E y G en la defensa de
patégenos extracelulares (Cryptococcus spp. Leishmania spp. y helmintos).

e Los linfocitos Th17 tienen un papel clave a nivel de las mucosas, en las infecciones
por hongos como Candida y bacterias como Stapylococcus spp. y producen IL-17,
IL-22 y TNF-a.

e Los linfocitos T reguladores (Treg) producen interleuquina 10 y Factor de
Crecimiento Transformante beta (TGFB). Su funcién es regular el estado de

activacion de las otras poblaciones de linfocitos T CDA4.
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FIGURA 2. CLASIFICACION LINFOCITOS T HELPER.
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Durante la infeccion VIH los linfocitos T CD4 presentan una mayor tasa de
division y una expansion de las células T memoria, con una reduccion proporcional de
linfocitos T virgenes; ademas expresan en mayor medida marcadores de activacion.
También se ha observado un aumento de receptores con funcion inhibitoria en la
superficie celular, como la proteina programada 1 de muerte celular (PD-1), que
disminuiria la capacidad de respuesta frente a determinados estimulos. Este es un
fenotipo caracteristico de los linfocitos T “exhaustos” por la activacion cronica. Por otra
parte, se han descrito en estas células marcadores de envejecimiento como es el
acortamiento de los telomeros, con una tasa de apoptosis mayor que en ausencia de

infeccién por VIH.

Linfocitos T CDS8.

Los linfocitos T CD8 responden a los antigenos presentados por el HLA I. Son
predominantemente linfocitos citotoxicos, que inducen la apoptosis en la célula
infectada, aunque también hay linfocitos T CD8 con actividad colaboradora. En
individuos sanos, en sangre periférica, el numero de estas células es ligeramente

menor que la de linfocitos T CD4, con una ratio CD4/CD8 que en condiciones normales
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se encuentra entre 0.8 y 2. Esta proporcion se invierte en infecciones virales. Producen
citoquinas, INF-y o TNF-q, y lisan directamente células infectadas por virus mediante
perforinas y granzimas. Pueden bloquear la replicacion del virus y eliminar virus de
células infectadas sin destruirlas. En pacientes con infeccion por VIH hay una
expansion clonal de estas células, contribuyendo a este aumento en cierta medida
una mayor supervivencia debido a una menor dependencia del timo (Sonia Molina-
Pinelo et al., 2009).

Células NK.

Ejercen de nexo entre la inmunidad adaptativa, reconociendo patrones
especificos, y la inmunidad innata, ejerciendo una respuesta citotoxica inmediata no
restringida por HLA |. Ademas, tienen un papel clave en la destruccion de células
infectadas por el VIH y también limitan su propagacion a través de la produccion de

citoquinas (Florez-Alvarez et al., 2018; Nabatanzi et al., 2018).

Las células NK pertenecen al conjunto de células linfoides innatas (ILC), la
mayor parte de las cuales, se engloban dentro el subconjunto ILC1. Una pequefia
proporcién, el subconjunto ILC3, producen una mayor cantidad de interleuquina 22
(IL-22), que es una citoquina importante en la proteccibn de mucosas y en la

translocacion bacteriana.

Las células NK globalmente se identifican como CD3- CD16+ CD56+ y presentan

varios fenotipos:

Las células NK CD56brighCD16-, con funcion inmunomoduladora, presentan alta
afinidad por el receptor de IL-2. Producen grandes cantidades de INF-y, TNF-a y factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). Son mas comunes
en el tejido linfoide. Se ha objetivado una disminucion en nimero en pacientes en
progresion y con carga viral elevada.

Las células NK CD56dim CD16+ (de las cuales una pequefia proporcion son CD16
negativas) son mayoritarias, en torno al 90%. Tienen fundamentalmente actividad
citotoxica. Se consideran células NK maduras. Predominan en tejidos periféricos y

expresan basalmente el receptor de IL2 de afinidad intermedia.
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Las células NK CD56-CD16+, tienen una capacidad citotoxica disminuida. En la
infeccion crénica por VIH aumentan a costa de una disminucion de las células CD56+.
Estas células manifiestan alteraciones funcionales con menor produccion de
citoquinas.

Hace unos afios se describié un subtipo de células NK con capacidad memoria (Dokun
et al.,, 2001; Sun y Lanier, 2009). Parece que son células diferenciadas a partir del
fenotipo CD16dim. Son mas frecuentes en pacientes resistentes a la infeccion VIH y
su numero esta disminuido en aquellos pacientes VIH con mayor carga viral (Gondois-
Rey et al., 2017).

Una mayor actividad de las células NK, a través de un aumento en la produccién
de citoquinas (Factor de necrosis tumoral alfa -TNF-a-, INF-y, GM-CSF), y de
quimioquinas (que a su vez son ligandos naturales del correceptor CCR5) se ha
relacionado en diferentes estudios con una mayor resistencia para adquirir la
infeccion. Esto se objetiva en diversas poblaciones (nifios nacidos de madres VIH,
usuarios de drogas por via parenteral, parejas serodiscordantes...) (Florez-Alvarez
et al., 2018; Quillay et al., 2016; Walker et al., 2015). En pacientes infectados, una
mayor actividad NK se ha relacionado con mejor control de la viremia y de la infeccion.
En pacientes sin TAR se ha observado como existe un fenotipo de células NK
disfuncionantes, y en menor medida en pacientes con infeccidon cronica (Brunetta
et al.,, 2009; Nabatanzi et al., 2018). Las células NK poseen receptores para IL-2,
principalmente en las células mas inmaduras. En algunos ensayos se ha observado
como este receptor, al ser estimulado con IL-2, presenta una mayor respuesta
(Giuliani et al., 2017). Se ha observado en pacientes VIH, que las células NK tienen
una expresion disminuida de receptores de citotoxicidad y una actividad citolitica
menor. Esto esta relacionado a su vez, con una mayor activacion basal (Abel et al.,
2018; Fogli et al., 2004).

En la fase inicial tras la infeccion por el VIH, las NK inhiben la diferenciacion de
linfocitos T y B de memoria. En la mitad de los casos presentan un receptor especifico
para linfocitos T CD4 y receptores como CXCR4 y CCR5 que las hacen susceptibles
a la infeccién (este tipo corresponde con las CD16+). Expresan también un receptor
de citotoxicidad de células NK (NKp44), cuya expresion es inducida por la proteina
gp41 del virus, que favorece la interaccion con el ligando de los linfocitos CD4 NKp44L,
y los hace mas susceptibles a la lisis (Vieillard et al., 2005).
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A través de la secrecion de diferentes citoquinas (INF-y) las células NK
favorecen la maduracion de células dendriticas y estas a su vez secretan interleuquina
18 (IL-18) e INF-I que actuan sobre las células NK (Figura 3). Por otra parte, los
cuerpos liticos consecuencia de la apoptosis desencadenada por las NK van a ser
absorbidos por las células dendriticas y también contribuyen a su maduracion.
Ademas, mediante la regulacion en la presentacion de antigenos se favorece la
diferenciacion de los linfocitos Thl que contribuyen a la respuesta frente al VIH
(Florez-Alvarez et al., 2018).

Las células NK manifiestan una respuesta proliferativa durante la infeccion
aguda, pero en la fase cronica se ha observado que modifican su fenotipo hacia
CD56dimCD16+ y CD56-CD16+, con una disminucion relativa del fenotipo CD56brigh
(Nabatanzi et al., 2018). Una vez infectadas, también disminuye su numero y la
recuperacion posterior es igualmente deficiente. Por tanto, la produccion de INF-y,
TNF-a e IL-2 se reduce, y como consecuencia también lo hace la activacion de otras
células mediadas por estas moléculas, como las células dendriticas (Taborda et al.,
2014). El resto de los fendbmenos descritos en otras células, afecta a las células NK
de manera similar, pudiendo observarse en estas la expresion de marcadores de
senescencia como el ya mencionado CD57 y/o la pérdida de expresion de CD56, asi
como el marcador de activacion HLA-DR. En contraposicién con este escenario, se
ha visto que existe una preservacion de la funcién de estas células en los pacientes

controladores élite (Marras et al., 2013).
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FiIcGura 3. CELULAS NK EN LA INFECCION POR VIH-1: DE LA CIENCIA BASICA A LAS

ESTRATEGIAS VACUNALES (FLOREZ-ALVAREZ ET AL., 2018)
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Linfocitos B

Los linfocitos B se ven afectados por una serie de cambios que pueden ser
equiparables a otras células del sistema inmunoldgico. Se reconocen en linfocitos B
tipo 1, que producen rapidamente inmunoglobulina M, y los tipo 2 que necesitan ser
activados por los linfocitos colaboradores (Moir y Fauci, 2008, 2009). Figura 4.

De manera directa, el VIH contribuye a través del receptor CD21 a la activacién de las
células B, pero también actuando como facilitador en la interaccién con las células
dendriticas.

De manera indirecta, se produce una hiperactivacion de estas células que se va a
traducir en un aumento de la tasa de renovacién celular, de la expresién de
marcadores de activacion, en aumento de anticuerpos y autoanticuerpos, en una
activacion policlonal y de células plasmaticas, con aumento de plasmablastos de vida
media corta responsables de la hipergammaglobulinemia caracteristica. Citoquinas y
lipopolisacéarido bacteriano contribuyen también de manera indirecta a la activaciéon
celular. La respuesta de la inmunoglobulina A (IgA) frente al VIH en las mucosas es

menor en comparacion con otras inmunoglobulinas, y podria ser por destruccion
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precoz de organos linfoides a nivel intestinal. También se ha descrito una respuesta
defectuosa de las células B memoria.

Se induce la diferenciacion terminal de estos linfocitos, con una mayor proporcion de
células B inmaduras. En los individuos infectados por VIH, la proporcion de células B
presentes es diferente a los individuos sanos: hay un mayor nimero de células B de
transicion inmaduras, células B agotadas, células B maduras activas y plasmablastos,
con un menor numero de linfocitos B de memoria. Los receptores de citoquinas
CXCR4 y CXCRY5, implicados en la maduracién al contribuir en el desplazamiento de
los linfocitos B hacia los centros germinales, estan disminuidos en estas células.
Como en otras células del sistema inmunoldgico, su funcionalidad esta alterada: existe
una incapacidad para elaborar respuestas de anticuerpos especificos frente a
antigenos. También se ha descrito una disminucion en los receptores de adhesion.
La deplecion de linfocitos B tiene también relevancia porque implica un peor
funcionamiento de este compartimento B. La IL-7 se correlaciona con un aumento de
las células B inmaduras de transicién y a su vez con una disminucién de los linfocitos
T CDA4.

En conjunto, esta situacion lleva a los linfocitos B a un envejecimiento precoz. Segun
avanza la infeccion, se observa una pérdida de CD21 en sangre periférica, y las
células B CD21'°% se constituyen como células B exhaustas. También expresan otros
receptores en esta direccion como el PD1 o el antigeno T citotoxico de linfocitos
(CTLA4). En este contexto se ha observado una mayor incidencia de neoplasias.

El TAR restaura la mayoria de las alteraciones a este nivel: hipergammaglobulinemia,
respuestas especificas y no especificas a antigenos, disminucién de los marcadores
de activacion y en el recambio celular, entendido éste como proliferacion celular y
como apoptosis. Sin embargo, no se revierte por completo la situacion y no se
consigue una mejoria en el numero ni en la funcién de las células B de memoria. En
esta circunstancia podrian estar implicados los linfocitos T CD4, fundamentales en la
colaboracion frente a la respuesta antigénica. Un ejemplo se ha descrito en la menor
capacidad de respuesta frente a la vacuna del neumococo en estos individuos (K L,
Slayter; J, Singer; TC, Lee; H, 2013).
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FIGURA 4. ALTERACIONES EN CELULAS B INDUCIDAS POR VIH (MOIR Y FAUCI, 2009)
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Las células dendriticas

Las células dendriticas se dividen, por una parte, en células mieloides, que
capturan antigenos para presentarlos en el tejido linfatico. Estas células también
presentan un estado de activacion y una mayor produccion de productos inflamatorios.
Otro tipo de células dendriticas son las plasmacitoides que se encargan
fundamentalmente de la produccion de interferén (IFN) tipo |. Este subtipo también
manifiesta datos de activacion, pero disminuye su numero durante la infeccion
(influyendo posiblemente en esto fendmenos de apoptosis y acumulacion en tejido
linfatico). Parece que en conjunto tienen una menor capacidad para interaccionar con
las células T y las células NK (Donaghy et al., 2003). En un estudio reciente, las
células dendriticas parece que podrian tener un papel importante en el tamafio del
reservorio, ya que la estimulacion del receptor de la célula T (TCR) mediado por estas
células podria ayudar a la purga de células infectadas en estado de latencia (Stiksrud
et al., 2019; van Montfort et al., 2019).

Células linfoides innatas

Existen otras células conocidas como células linfoides innatas, que no

responden de manera especifica a antigenos, no presentan marcadores de linfocitos
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T ni B, ni reordenamiento de receptores TCR ni receptor del linfocito B (BCR) (son
células CD45+CD3-CD19-), pero son capaces de producir citoquinas con un patron
gue remeda funcionalmente a los linfocitos Thl (ILC1), Th2 (ILC2) y Th17(ILC3).
Tienen un papel fundamentalmente en la homeostasis y en la generacion de

respuestas inmunes a nivel de diferentes mucosas como la intestinal.

Disminuyen globalmente en sangre periférica y en la mucosa gastrointestinal tras la
infeccion aguda, sobre todo el subconjunto ILC 3. Sin embargo, en el tejido amigdalar
no se ha constatado este descenso, por lo que podria comportarse como un
compartimento independiente. Se ha comprobado que esta deplecién va a persistir en
el tiempo y contribuye a mantener la permeabilidad de la barrera intestinal. En algunos
pacientes, cuando el inicio del TAR es muy precoz, se ha descrito una recuperacién
cuantitativa de estas células (Ussher et al., 2015).

Monocitos.

Los monocitos, clasicamente encuadrados dentro del compartimento celular
innato, no son una excepcion en sufrir las alteraciones provocadas por el VIH que
afectan al sistema inmune. Se activan de forma indirecta, disminuyen en namero y
también presentan una menor capacidad para la formacion de la estructura del
complejo mayor de histocompatibilidad Il (MHC-II) — antigeno. Se reconocen dos tipos

funcionalmente diferentes:

Los monocitos clasicos, con actividad fagocitica (CD14++CD16-) que son
mayoritarios en individuos no infectados y también al inicio de la infeccion.

Monocitos inflamatorios, (CD14++CD16+) que aumentan la produccion de citoquinas
(TNFa, IL-1B, IL-6...) y presentan una actividad aberrante. Esta subpoblacion tiene
una menor capacidad de absorber y presentar antigenos. Una cuestion que cabe
destacar en relacion con este grupo celular, es que presentan una polimerizacién de
actina aumentada, que podria traducirse en problemas en la quimiotaxis y la
fagocitosis. Se consideran monocitos funcionalmente anérgicos, puesto que tras estar
sometidos a estimulos continuamente pierden su capacidad de respuesta frente a
antigenos (Nabatanzi et al., 2018; Stiksrud et al., 2019).
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Neutrofilos.

Los neutrdfilos también forman parte del compartimento de células del sistema
inmune innato y estan presentes en la primera linea de defensa frente a los patdgenos.
Tienen una vida media muy corta, pero ésta puede aumentar considerablemente en
situaciones de infeccion y en respuesta a los factores estimulantes de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM—CSF) secretados por macréfagos que son atraidos al

sitio de infeccién.

La funcidn principal de estas células es la eliminacion de patdgenos a través de
mecanismos de fagocitosis, trampas extracelulares de neutréfilos (NET), citotoxicidad
mediada por anticuerpos, degranulacién y liberacion de péptidos con actividad
microbicida. Ademas, intervienen en la activacion o supresion del sistema inmune
segun el contexto. Producen IL-12, que es clave en la interaccidon entre el sistema
inmune innato y el sistema inmune especifico, y estimulan la secrecion de citoquinas
e INF-y por las NK, y también la diferenciacién de la respuesta Thl. A su vez, las
citoquinas secretadas por las NK activaran las células del sistema inmune innato
(fagocitos, células dendriticas) (Sepulveda CCC et al., 2000). Como curiosidad, se han
descrito alteraciones en la actividad de las células NK en pacientes con neutropenia

autoinmune (Yaseen et al., 2018).

En pacientes con infeccion por VIH también se han objetivado alteraciones en
la funcién y el nimero de los neutréfilos. Esto sigue siendo asi incluso en pacientes
gue reciben tratamiento antirretroviral. La importancia de este dato, radica en que la
gravedad de la neutropenia se relaciona con una mayor progresion de la enfermedad.
Este proceso estd mediado por un efecto citopatico directo (una proporcion de los
neutréfilos pueden expresar receptor CD4 y CXCR4 (Yaseen etal., 2018), pero
también una mayor apoptosis. Otro de los procesos implicados es la interferencia del
VIH en la hematopoyesis. Por una parte, el virus puede infectar a ciertas células madre
con receptores CD4, CCR5 y CXCR4, pero por otra parte inhibe el crecimiento de
células madre a traves de la glicoproteina 120 de la envoltura por induccion del TGF-
B o la induccién de apoptosis. EI microambiente medular puede verse afectado por
determinadas citoquinas y factores de crecimiento. Algunas infecciones oportunistas

o algunas de las mas prevalentes en el paciente VIH contribuyen a lesionar la médula
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0sea, y también ocurre con algunos de los farmacos empleados en estos pacientes

como tratamiento o profilaxis.

Hay trabajos que describen los factores de crecimiento de colonias y de la
administracion de interleuquina 15 (IL-15) como facilitadores en el aumento del
numero y mejora de la funcion de neutréfilos en pacientes con infeccion por VIH. En
concreto la IL-15 parece que es relevante en la respuesta a hongos, la quimiotaxis y
la apoptosis. Sin embargo, este trabajo no ha demostrado relevancia clinica
(Mastroianni et al., 2000).

En relacién con la alteracion funcional, podemos destacar una menor capacidad
de fagocitosis, alteraciones en la polimerizacion de la actina y una produccion
disminuida de especies reactivas de oxigeno. Todo esto contribuye una destruccion
menos eficaz de bacterias. La produccion de citoquinas inflamatorias esta aumentada,
principalmente frente a Candida y lipopolisacarido bacteriano (Younas et al., 2016).
Durante la infeccion por VIH, los neutréfilos contribuyen a la perpetuacion de la

activacion inmunoldgica a través de la produccion de proteinas llamadas defensinas.

La activacion de las células PMN, y podria estar mediada por el receptor TLR,
ya que su activacion induce la produccién de citoquinas inflamatorias. Estas, ademas
del papel mediador fundamental que desarrollan, producen dafio local en los tejidos
afectados, perpetuando dicha activacién. Otro aspecto relevante tiene que ver con el
papel que juegan en la proteccién de la mucosa intestinal frente a agentes externos.
Esto es clave durante la regeneracion de la barrera epitelial, puesto que los PMN son
una de las primeras células en llegar al foco de la infeccién, evitando la translocacion
bacteriana y diseminacion en el organismo. Por otra parte, interaccionan con las
células Th17 participando en el mantenimiento de la homeostasis intestinal a través
de la produccién de IL-17 e IL-22. Sin embargo, cuando se produce un dafio continuo
de esta barrera, la activaciéon de neutréfilos puede dafiar el tejido a través de la

secrecién de citoquinas inflamatorias.

Células endoteliales.

Las células endoteliales son activadas por citoquinas (que a su vez también

producen), por el tratamiento antirretroviral y por el propio VIH. La alteracion del
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endotelio favorece su permeabilidad y un estado de hipercoagulabilidad (Graham
et al., 2013).

Coagulacion.

Por accion directa del VIH y también consecuencia de la activacion cronica del
sistema inmune (las células que lo conforman expresan marcadores procoagulantes),
se produce una alteracidbn en la coagulacion, aumentando los factores que la

favorecen (factor VIII, factor de von Willebrand) y disminuyendo factores
anticoagulantes (antitrombina y proteinas Cy S).

FIGURA 5. CAUSAS Y CONSECUENCIAS DE LA ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE EN PACIENTE
CON INFECCION POR VIH (YOUNAS ET AL., 2016)
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FIGURA 6. EFECTOS DEL VIH Y EL TAR EN EL FENOTIPO Y FUNCION DE LOS MONOCITOS,
CELULAS NK Y CELULAS LINFOIDES (NABATANZI ET AL., 2018)
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Fig. 1 The effects of HIV infection and ART on monocytes, NK cells, ILCs

Respuesta inmunoldgica discordante (RID)

El TAR puede actuar a varios niveles controlando la replicacion viral y
disminuyendo el numero de copias de acido ribonucleico (ARN) a niveles
indetectables por las técnicas habituales (Abbas y Herbein, 2012). Es altamente
efectivo desde el punto de vista viroldgico, y controla la replicacién en mas del 90%
de los pacientes. Estas cifras son incluso mayores en los ultimos afios, por una mayor
efectividad de los farmacos y una menor toxicidad, que contribuye a una mejor

adherencia terapéutica.

A pesar de que el TAR consigue que no se detecte ARN viral circulante en
plasma, se puede seguir observando una replicacion a bajo nivel en diferentes tejidos
gue constituye parte del reservorio del VIH, y que no va a ser posible erradicar con
este tratamiento. El reservorio estaria compuesto por células T de memoria infectadas
en estado de latencia en organos linfaticos, por macrofagos que presentan una mayor

resistencia a la apoptosis y también por progenitores hematopoyéticos. Se ha descrito
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también a nivel de la mucosa pulmonar en pacientes con carga viral suprimida
(Costiniuk et al., 2018). En este Ultimo caso se ha observado un mayor niumero de
marcadores de activacion (CD38 y HLA-DR) y de senescencia (CD57) en estos
linfocitos T CD4, dato que concuerda con otros trabajos que han descrito una relacion
directa entre el niumero de CD4 y CD8 activadas y el numero de linfocitos en reposo
conteniendo acido desoxirribonucleico (ADN) proviral (Cockerham et al., 2014; E. Lee
et al.,, 2019). Menos probable parece que el reservorio esté compuesto por células
dendriticas y monocitos, por su corta vida media, aunque como se ha resefiado
anteriormente, el papel de estas células también parece ser importante en la
permanencia del mismo. Existen datos para pensar que este reservorio puede
autorregenerarse y mantenerse a lo largo del tiempo, por lo que supone el problema
fundamental a la hora de conseguir una erradicacion completa del virus (Barouch y
Deeks, 2014; Matthew et al., 2011).

Habitualmente, tras el inicio del tratamiento antirretroviral, la replicacion viral se
suprime, y la carga viral plasmatica desciende hasta hacerse indetectable. Esto se
suele acompanfar de un aumento en el nimero de linfocitos T CD4, y una disminucion
dréstica en la incidencia de infecciones oportunistas, a expensas fundamentalmente
de la salida a sangre periférica de los linfocitos T secuestrados en 6rganos linfoides
antes del inicio del tratamiento (Binquet y Chéne, 2001; Hazenberg et al., 2000). Sin
embargo, estos fendmenos no siempre son sindénimo de recuperacién inmunolégica.
La bibliografia disponible sefiala que un porcentaje de pacientes, que varia entre el
2.6 y el 36%, no experimentan un aumento deseable en el nimero de linfocitos T CD4
(Dronda et al., 2002; F. N. Engsig et al., 2014; Grabar et al., 2000; Moore y Keruly,
2007; Nicastri et al., 2005; Tuboi et al., 2007; Zoufaly et al., 2011b). Esto se conoce
como RID, que es la incapacidad para normalizar la cifra de CD4 tras la supresion de
la CV, o para un aumento significativo de CD4 respecto al nadir. Hay diferentes
términos empleados en la literatura, pero con un significado comun. Existe variabilidad
en las cifras que cada grupo establece como objetivo para determinar una
reconstitucién inmune adecuada. Estas van desde aumentos en el nimero absoluto
de linfocitos T CD4, normalmente de 50 células/uL, un porcentaje del basal, o valores
superiores a una cifra concreta de linfocitos T CD4, que varia entre 350 y 500/uL. La
disparidad en los valores escogidos dificulta la comparacion de los resultados
descritos (Baker et al., 2008; Batista et al., 2015; Dronda et al., 2002; F. N. Engsig
et al., 2010; EuroCoord, 2012b; Falster et al., 2009; Gilson et al., 2010; Grabar et al.,
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2000; Gutierrez etal.,, 2008; Gilbert R Kaufmann etal.,, 2005; Le etal., 2013,
Lederman et al., 2011; V. Leung et al., 2013; Massanella et al., 2013; R. D. Moore y
Keruly, 2007; Nakanjako et al., 2008; Negredo et al., 2010; Nicastri et al., 2005; Y. M.
Pacheco et al., 2015; C Piketty et al., 1998; Taiwo et al., 2009; Takuva, Long, et al.,
2014; Teixeira et al., 2001; S. Tuboi et al., 2007; Zoufaly, Kollan, Bogner, Fatkenheuer,

Wasmuth, Stoll, Hamouda, y van Lunzen, 2011).

El nidmero de linfocitos T CD4 no es so6lo un predictor para la aparicion de
infecciones oportunistas, su importancia radica también en un aumento de la
mortalidad global y de eventos no definitorios de SIDA, hasta un 50% mas en algunos
estudios (Baker, Peng, Rapkin, Krason, Reilly, Cavert, Abrams, Macarthur, et al.,
2008; Baker, Peng, Rapkin, Krason, Reilly, Cavert, Abrams, MacArthur, et al., 2008;
Batista et al., 2015; Cenderello y de Maria, 2015; F. Engsig et al., 2010; EuroCoord,
2012b; Falster et al., 2009; Gaardbo et al., 2012; Gilson et al., 2010; Grabar et al.,
2000; Lapadula et al., 2013, 2015; May et al., 2014; Moore et al., 2005; Nicastri et al.,
2005; Y. M. Pacheco et al., 2015; Zoufaly et al., 2011a).

El ndmero de linfocitos T CD4 y la activacion persistente del sistema inmune
se relacionan con factores de riesgo cardiovascular y aterosclerosis subclinica, como
el aumento del grosor intima-media y disfuncién endotelial (Ho et al., 2012; Ssinabulya
et al., 2014), con enfermedad hepatica (Badano et al., 2019), renal (Choi et al., 2009),
Osea (Arnsten et al., 2007), desarrollo de cataratas (Nakanjako et al., 2014), deterioro
cognitivo (McCutchan et al., 2007), neoplasias (Guiguet et al., 2009; Massanella et al.,
2013; Shiels et al., 2010) o tuberculosis (Stephen et al., 2009). Estos estudios no
reflejaban el momento en el que se producia esta mayor incidencia de
eventos/muertes, si era en la fase inicial del tratamiento, como es esperable, o tiempo
después de conseguida la supresion viroldgica (Kelly etal., 2016; Zoufaly et al.,
2011a).

Los mecanismos implicados en la RID no son por completo conocidos. Algunos
factores epidemioldgicos y clinicos claramente relacionados hasta la fecha son la
edad, el género masculino o el tiempo durante el que se ha recibido tratamiento
antirretroviral (cuanto mayor tiempo continuado reciba un paciente TAR menor sera la
incidencia de RID). El valor del cociente CD4/CDS8, es otro dato constante en la
literatura. Cuando se encuentra disminuido, se presenta como un buen predictor de

envejecimiento celular y esta relacionado a su vez con el tamafio del reservorio y la
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inflamacion (Cervero et al., 2016; Cockerham et al., 2014; Serrano-Villar, Moreno,
et al., 2014, Trickey et al., 2017). Sin embargo, este parametro no ha logrado sustituir
al numero total de linfocitos T CD4 en el seguimiento clinico. Un nadir bajo también
esta descrito como un factor de riesgo para el desarrollo de RID, ya que implica un
diagndstico tardio de la infeccion y/o una mala adherencia al TAR. Respecto a otros
factores, en la mayoria de las ocasiones los resultados son dificiles de interpretar, y
es dificil discernir si los datos reflejados por los estudios son la causa o la

consecuencia del deterioro del sistema inmune.

La activacion linfocitaria y la inflamacion implican un estado de senescencia
precoz en los pacientes con infeccion por VIH. Desde un punto de vista inmunoldgico,
las alteraciones son numerosas. Tras la infeccion, los linfocitos T CD4 que son
estimulados pasan mayoritariamente a ser linfocitos T de memoria efectores
(predominan sobre los linfocitos T CD4 de memoria central), se aislan en érganos y
sangre periférica y expresan principalmente CCR5, permaneciendo en estado latente.
Son los mas numerosos en pacientes con respuesta inmunolégica discordante. El
problema de estos linfocitos es que, a pesar de tener una respuesta rapida en el
reconocimiento de antigenos, presentan una capacidad de migracién a o6rganos
linfaticos centrales reducida, su vida media es menor y tienen poca capacidad de
regeneracion. Un pequefio porcentaje de los linfocitos T CD4 virgenes estimulados
pasaran a ser linfocitos T de memoria central, con una expresién menor de CCR5, y
son MAs numerosos en pacientes con una buena recuperacion celular tras el TAR
(Chomont et al., 2010).

En estos pacientes, se ha descrito una menor actividad timica, también un
tamafio glandular menor. El timo interviene en la repoblacion de linfocitos T totales.
La viremia supone un estimulo aumentando el nimero de linfocitos T CD4 virgenes y
RTE. Sin embargo, la glandula de un individuo adulto no tiene la capacidad para
sostener la demanda de diferenciacion intraglandular, si la carga viral se mantiene
elevada durante tiempo. Por lo tanto, existe una disregulacion en la homeostasis de
los linfocitos T CD4.

En estos pacientes se ha descrito un aumento en el numero de linfocitos
precursores T reguladores (Treg), aunque con alteraciones funcionales, y es
inversamente proporcional al nimero de linfocitos T CD4 virgenes (Ferrando-Martinez
et al.,, 2017; Kolte, Ryder, et al., 2009; Méndez-Lagares et al., 2012; Ruiz-Mateos
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et al., 2004; Stiksrud et al., 2019). Se ha postulado que este aumento de linfocitos
Treg, antes del inicio del TAR, seria un predictor de RID. Sin embargo, este aspecto
no se ha desarrollado lo suficiente como para plantear medidas terapéuticas
adicionales en estos pacientes (Kolte, Gaardbo, et al., 2009; Marziali et al., 2006;
Saison et al., 2014; Sauce et al., 2011a; Schacker et al., 2002).

Por otro lado, la médula 6sea desarrolla una menor actividad, por efecto
citopético directo sobre los precursores hematopoyéticos, aunque también se observa
una alteracion de las citoquinas estromales que actian sobre la hematopoyesis. En
conjunto, la actividad de la médula 6sea se ve afectada tanto cualitativa como
cuantitativamente (Isgro et al., 2008; Sauce et al., 2011a). Otro hecho a destacar, es
el menor tréfico de células entre sangre periférica y érganos linfoides. Se ha descrito
un aumento en la destruccién periférica y un aumento en la apoptosis (Pitrak et al.,
2001). Los linfocitos de pacientes con RID son mas susceptibles y existe una mayor
proporcién de células senescentes. Muestran una menor respuesta al estimulo con IL-
2 (Fernandez, Price, et al., 2006), un acortamiento de los telémeros, aumento en la
expresion de PD-1 (death protein) (Hatano et al., 2012) y de la actividad en las células
NK sobre los linfocitos T CD4, que podria ser mediada por una mejor unién a la
superficie de 1gG (Luo, Zhou, et al., 2017).

El aumento de depdsito de colageno en drganos linfoides y como
consecuencia, de fibrosis, limita la concentracion de farmacos a este nivel, y una vez
mas volvemos a la dificultad para la erradicacion del reservorio por parte del sistema
inmunoldégico. El cambio en el microambiente de los 6érganos linfoides también dificulta
la regeneracion de los linfocitos T CD4 (Barouch y Deeks, 2014; Schacker et al., 2002,
2005).
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FIGURA 7. ESQUEMA DE LOS MECANISMOS QUE INTERVIENEN EN LA RID (MASSANELLAET AL.,
2013)
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TABLA 1. CAMBIOS CELULARES Y EN CITOQUINAS DESCRITOS EN LA RID

| |T CD4 RTE/irgen (CD45RA+ | Disfuncién timica
CD31+)
! |T CD4 memoria (CD45RO+ | Disminucion de linfocitos T memoria
CD27+)
| | TREC Circulos de escision del receptor del
linfocito T
| | Respuesta linfocitos T helper Thl, Th2, Th17
| | Produccién de IL-7 Y aumento en sangre sin aumento del
receptor
| | Produccién de IL-2 Producido por todos los linfocitos, e

imprescindible para la proliferaciéon de los
linfocitos Thl

Produccion de INFy

Producido por células NK y linfocitos Thl

Treg

Regulacion

CD8+CD38+HLADR+

Marcadores de activacion

| > o «

TCD4 apoptéticas
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Recientemente se ha descrito la presencia de autoanticuerpos IgG frente al
linfocito T CD4 en pacientes con infeccibn cronica que reciben tratamiento
antirretroviral. La cantidad de estos autoanticuerpos es mayor en pacientes con
respuesta inmunolégica discordante y parece estar directamente relacionado con los
paradmetros de translocacion bacteriana. Este proceso esta relacionado con microbiota
del paciente, ya que, al aumentar la translocacion bacteriana, se favoreceria la
activacion de linfocitos B a través de sefiales producidas por la flora bacteriana. Como
consecuencia, se produciria un aumento en las inmunoglobulinas autorreactivas, que
favorecerian un incremento de la citolisis y apoptosis mediada por células NK, siendo
su efecto méas acusado en las células T CD4 virgenes (Luo, Li, et al., 2017; Xu et al.,
2018).

Otra cuestion que dificulta la comparacion entre las poblaciones estudiadas es
el gran cambio que se ha producido en los esquemas de tratamiento antirretroviral.
Las guias vigentes recomiendan el inicio del tratamiento antirretroviral de forma cada
vez mas precoz, y en la mayoria de ellas, de manera universal (Panel de expertos de

Gesida y Plan Nacional sobre el Sida, 2019).

Algunos estudios han intentado identificar si algunos farmacos son mas eficaces en
alcanzar esta respuesta o por el contrario tienen un papel en la RID. Hay evidencias
de mejora en los pardmetros de activacién inmune (como podria ser un menor nimero
de linfocitos T CD4 o T CD8 activadas, de marcadores de envejecimiento o
disminucién de la apoptosis), pero sin conseguir un aumento significativo en el nimero
absoluto de linfocitos T CD4. Cierto es que se han estudiado poblaciones de pequefio
tamano y el seguimiento de estos pacientes ha sido durante un periodo de tiempo
limitado (Eugeénia Negredo et al., 2013; Rusconi et al., 2013; Tuboi et al., 2007; Wilkin
et al., 2012; Yukl et al., 2010).

Cabe sefalar que en un ensayo controlado en el que se intensificd el
tratamiento habitual con maraviroc (MRV) durante 24 semanas, se detecté un
aumento en la actividad de las células T CD8 que es un resultado opuesto a lo
esperado (Hunt, Deeks et al., 2013). Por otro lado, en una comparativa reciente con
efavirenz (EFV), en la que el objetivo fue valorar las tasas de normalizacion del
cociente CD4/CD8, los autores describen que fue superior a su comparador, el MRV,
a costa del descenso en el numero de linfocitos T CD8 (Serrano-Villar, Caruana, et al.,
2017).
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De manera aislada el raltegravir (RAL) ha demostrado una disminucion en la
activacion de linfocitos T CD8 y un aumento de los linfocitos T CD4 tras varias
semanas (Massanella etal.,, 2012; Eugénia Negredo etal., 2013), lo cual podria
explicarse por una mayor penetracion en la mayoria de los compartimentos

anatémicos.

En el caso de la intensificacion del tratamiento antirretroviral con enfuvirtide

tampoco se consiguieron resultados satisfactorios (Joly et al., 2013).

Se han ensayado otros tratamientos adicionales al TAR, como es el caso de la
intensificacion con IL-2, con el que se consigue un aumento en el namero total de
linfocitos, pero no se objetivd una diferencia significativa en cuanto a la aparicion de
eventos clinicos (Abrams et al., 2009), como se reflejaba en otro estudio anterior
(Marchetti et al., 2002). Se han barajado varias hip6tesis, una de las cuales podria ser
gue la IL-2 estimulase principalmente linfocitos T CD4 virgen o de memoria a traves
de antigenos poco relevantes, o que tuviese un papel proinflamatorio. El problema
principal del tratamiento con IL-2 es la expansion de linfocitos Treg, que como
linfocitos T CD4, presentan receptores para IL-2, suprimiendo las respuestas
generales de las células T. En 2017 se publico una revision Cochrane sobre este tema,
concluyendo que las evidencias no respaldan el tratamiento ya que no se ha
demostrado una mejoria en aspectos clinicos clave como la aparicion de infecciones

oportunistas o en mortalidad (Onwumeh et al., 2017).

Se han llevado a cabo también ensayos con administracion exégena de IL-7,
en los que se describe un aumento en el numero de linfocitos T CD4, en concreto CD4
virgenes y CD4 memoria, con lo que parece una adecuada funcionalidad. Sin
embargo, también se ha objetivado un aumento en las cifras de CD8 y existen
repuntes de carga viral en algunos individuos (Usfbunfou et al., 2009). En otros
estudios tan sélo se ha podido demostrar un aumento en el nimero de linfocitos de
memoria central (I Sereti et al., 2009). En otro trabajo, que da a conocer los resultados
de los ensayos clinicos INSPIRE 2 e INSPIRE 3, se administré un ciclo de IL-7 a
pacientes con un numero de linfocitos T CD4 entre 101 y 400 (se afadia un ciclo
adicional si el numero de linfocitos T CD4 era inferior a 500 células). Se observo que
el 63% de estos pacientes mantiene unos valores por encima de 500 durante el
seguimiento, que fue algo inferior a 2 afios (Thiebaut et al., 2016) .En general, estos

trabajos tienen un periodo de seguimiento limitado, lo que les impide detectar
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diferencias clinicamente relevantes a medio y largo plazo. Otra limitacion de los
mismos es que no informan sobre eventos clinicos mas alla de los posibles efectos

adversos relacionados con la administracion de IL-7.

Se han realizado proyectos de investigacion con otras moléculas. En el caso
de la hormona del crecimiento, la hipétesis es que podria mejorar, a través de su
efecto sobre el volumen del timo y la produccién de células T virgenes (Napolitano
etal.,, 2008; Smith etal., 2010). También se han hecho ensayos con algunos
polisacaridos (Lewis JE et al., 2019) o probidticos (D’Ettorre et al., 2017; Stiksrud
et al., 2015) y antibiéticos como la rifaximina (Tenorio et al., 2015) en los que se
plantea que, al igual que en los pacientes cirroticos, podrian disminuir el efecto de la
translocacién bacteriana. Los resultados en cuanto a los parametros de activacion son
variables. Tampoco han resultado eficaces los farmacos antifibroticos (Schacker et al.,
2002, 2005) o las estatinas (Baker et al., 2012; Ganesan et al., 2011; Nakanjako et al.,
2015) y ninguno ha demostrado ser eficaz y seguro en conseguir los objetivos
planteados, tampoco se han traducido en un cambio relevante desde el punto de vista

clinico.

En el caso del estudio ya citado de (Baker et al., 2012) incluye varias ramas de
tratamiento con pravastatina, lisinopril y placebo en pacientes no hipertensos, y
demuestra una disminucion de marcadores de inflamacién como IL-6 y la proteina C
reactiva (PCR) sensible. Otro ensayo realizado ha sido el realizado con sitagliptina en
pacientes con glucemia alterada, en los que igualmente se ha observado una

disminucién de la PCR entre otros parametros (Best et al., 2015).

Los inmunosupresores e inmunomoduladores también han sido objeto de
estudio. El micofenolato mofetilo (Kaur et al., 2006), la ciclosporina (Rizzardi et al.,
2000), la hidroxiurea (Havlir et al., 2001) o la hidroxicloroquina (Piconi et al., 2011;
Savarino y Shytaj, 2015). En conjunto estos farmacos han disminuido la cantidad de
citoquinas inflamatorias y la intensidad en la apoptosis, pero, bien se trata de efectos
transitorios, bien no han demostrado relevancia clinica durante el seguimiento,
generalmente de corta duracion. En el caso de la cloroquina parece que puede haber
algun estudio mas prometedor, pero sin haber validado las dosis concretas que
podrian conducir a un beneficio clinico. Ademas, en algunos casos se ha observado

un aumento en los valores de CV (Jacobson et al., 2016; Murray et al., 2010).



47

El tratamiento con valganciclovir (no sélo de infeccion activa con una carga viral
detectable de CMV, sino también la presencia de IgG positiva para CMV) se ha
relacionado con mejoria en los parametros de activacion en estos pacientes (Hunt,
Martin, et al., 2011). Se ha valorado como favorable, el tratamiento frente al VHC o el
aclaramiento espontaneo de la replicacion viral en pacientes coinfectados que logran
una respuesta viral sostenida (Badano et al.,, 2019; Garcia-Broncano et al., 2020;
Miller et al., 2005; Nicolas etal.,, 2016; Potter etal., 2010). En definitiva, si se
disminuye la activacion del sistema inmune causado por infecciones cronicas, se
disminuye la posibilidad de reactivacion del virus latente y ademéas se disminuye el

envejecimiento celular.

En resumen, existe una disminucién en la produccién y vida media de células
T virgenes y un aumento en su destruccién. Existen propuestas prometedoras, como
las relacionadas con la activacion de células dendriticas que mediarian en la actividad
de células T memoria y estimularian los linfocitos T CD4 virgenes. Estas células, que
en el paciente VIH estan disminuidas en comparacidén con pacientes seronegativos,
podrian promover un control de carga viral a varios meses vista en pacientes sin

tratamiento antirretroviral (Da Silva et al., 2018).

Disponemos de una gran cantidad de evidencias en este campo, aunque
parece que todavia quedan muchas preguntas sin contestar. Una cosa si esta clara,
hay evidencias suficientes para afirmar que una intervencion precoz en el diagnéstico
y tratamiento de estos pacientes es, a dia de hoy, el mecanismo mas eficaz para
reducir el deterioro cualitativo y cuantitativo del sistema inmune (Hocqueloux et al.,
2013; Jain et al., 2013; Le et al., 2013; E. Lee et al., 2020; E. Negredo et al., 2010;
The INSIGHT START Study Group, 2015; The TEMPRANO ANRS 12136 Study
Group, 2015).
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TABLA 2. RESUMEN DE TERAPIAS INMUNOMODULADORAS ENSAYADAS PARA AUMENTAR EL

NUMERO DE CD4. ADAPTADA DE MASSANELLA ET AL., (MASSANELLA ET AL., 2013)

Farmacos

inmunomoduladores | Mecanismo de accion

IL-7 Aumento diferenciacién de LT en el timo

IL-2 1 proliferacion T
tApoptosis de LT
Trespuesta VIH especifica
1 presentacion antigénica

1 produccion de citoquinas por Thl

TNK CD56

T Tregs
IL-12 TRespuesta T citotdéxica a VIH y no VIH
IL-10 | produccidn de citoquinas proinflamatorias
IL-15 1 LTCD4 de memoria efectoras

1 de perforina de LT citotéxicos

treplicacion T

IL-16 Trespuesta a IL-2
JApoptosis por activacion
IL-21 1 de perforina de LT citotoxicos
1 Treg
Hormona de | texpansion del pool CD4
crecimiento trespuesta VIH especifica de CD4

Thematopoyesis en médula 6sea

(tanto T como B)
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TABLA 3. RESUMEN DE TERAPIAS FARMACOLOGICAS ENSAYADAS PARA AUMENTAR EL NUMERO
DE CD4. ADAPTADA DE MASSANELLA ET AL., (MASSANELLA ET AL., 2013)

Farmacos

Mecanismo de accién

Corticoides

| produccién de citoquinas proinflamatorias

I Muerte linfocitaria inducida por activacion

Micofenolato

lproliferacién de linfocitos por estimulacion de antigenos

mofetilo tApoptosis de LT activados
Ciclosporina | células diana |la activacion celular y proliferacion
| maduracion viral
Hidroxiurea lproliferacién  celular  |concentracion intracelular de

nucleétidos

Hidroxicloroquina

lproduccién de citoquinas inflamatorias
INiveles de I1gG

Modulacion de la actividad de las células NK

Talidomida

| produccién de TNF-a
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8. OBJETIVOS:

Analizar clinica e inmunolégicamente una cohorte de pacientes VIH positivos
con respuesta inmune discordante y compararlos con una cohorte de pacientes que,
partiendo de un nadir bajo de linfocitos T CD4 (<300/uL), consiguen una respuesta

inmune adecuada.

Objetivos secundarios:

* Evaluar los factores clinicos presentes en pacientes con respuesta inmune
discordante: caracteristicas epidemioldgicas, factores relacionados con el
tratamiento de la infeccion por VIH, infecciones oportunistas, evolucion vy

mortalidad.

* Analizar si existen diferencias en la respuesta inmune desde un punto de vista
cuantitativo y desde un punto de vista funcional en diferentes compartimentos de
la respuesta inmune (linfocitos B, linfocitos T, linfocitos NK, neutrofilos y monocitos)
entre los pacientes con respuesta inmune discordante en comparacion con los

pacientes con respuesta inmune adecuada.
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9. PACIENTES, MATERIALES Y METODOS:

Se disefid un estudio trasversal en pacientes VIH+ que recibian tratamiento
antirretroviral en los hospitales de referencia de las areas sanitarias de Ledén y El
Bierzo (las dos areas sanitarias de la provincia de Ledn). El estudio se inicié en abril
de 2015, momento en el que se revisaron todos los pacientes diagnosticados de VIH
tipo 1 en seguimiento en ambas areas de salud. Inicialmente en el estudio se
incluyeron todos aquellos que cumplian unos criterios de inclusion predefinidos y que
aceptaron participar en el proyecto firmando el consentimiento informado. Se reevalué
la situacion clinica de estos pacientes en septiembre de 2021 (6 afios y 5 meses

después).

Los criterios de inclusion fueron: edad mayor de 16 afios, seguimiento en las
consultas externas de los dos centros desde al menos dos afios anteriores de forma
que dispusiésemos de cifras de CV en ese periodo, adecuada adherencia al TAR
(recogida en farmacia hospitalaria en porcentaje) y que ademas estuviesen

interesados en participar y firmasen el consentimiento informado.

Los criterios de exclusion fueron: el rechazo del paciente a la participacion en
el estudio o a la firma del consentimiento informado, no disponer de cifras de CV en
los 2 afios previos, estar recibiendo en el momento de la seleccion tratamientos con
toxicidad medular o padecer otras enfermedades que tuviesen afectacion medular,
infeccién por VIH tipo 2.

La muestra total incluye dos cohortes:

La cohorte 1 esta formada por todos los pacientes con infeccion VIH tipo 1,
mayores de 16 afios en seguimiento en consulta que recibian tratamiento
antirretroviral de manera ininterrumpida al menos en los dos afos previos a la
seleccion, y que presentaron una CV indetectable y unos linfocitos CD4
persistentemente por debajo de 300 células/pL durante al menos los dos afios
anteriores a su inclusion en el estudio. Estos pacientes eran los que presentaban una
RID, definida en este estudio, ante la falta de consenso, como CV de VIH indetectable
y linfocitos CD4 menores de 300 células/uL tras al menos 2 afios de adherencia al
TAR.
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La cohorte 2 estad formada por todos los pacientes con infeccion VIH tipo 1,
mayores de 16 afios en seguimiento en consulta que recibian tratamiento
antirretroviral de manera ininterrumpida al menos en los dos afios previos a la
seleccion, y que presentaron una carga viral indetectable y unas cifras de CD4
superiores a 500 células/pL. Estos pacientes debian haber partido de un nadir bajo
(menor de 250 CD4/uL).

El estudio ha sido aprobado por el Comité de Investigacion y Ensayos Clinicos
del Complejo Asistencial Universitario de Ledn- Hospital ElI Bierzo. Todos los
pacientes incluidos en el estudio son mayores de edad, han sido informados
verbalmente y por escrito segun la Declaracion de Helsinki, y han firmado el
documento de Consentimiento Informado aceptado en dicho comité (Anexo 1).

Variables clinicas:

Variables clinicas generales

Fecha de nacimiento, sexo bioldgico, etnia, consumo de toxicos de manera
activa o consumo en el pasado (tabaco, una cantidad superior a 20 miligramos (mgQ)
de etanol al dia, cannabis, cocaina, heroina, otros téxicos), comorbilidades en el
momento de la obtencién de muestras y en septiembre de 2021 (factores de riesgo
cardiovascular: HTA, DM-2, dislipemia; cardiopatia; enfermedad renal cronica;
neoplasia activa o pasada, infecciones, entidades definitorias de sida). También datos
sobre coinfeccién por VHC, tratamientos recibidos para la infeccion por VHC,
respuesta a los tratamientos del VHC, CV del VHC en el momento de la toma de
muestras; Coinfecciones: VHB cronica, control de la infeccion por VHB, estado
seroldgico para CMV y toxoplasma, antecedentes de infeccion por sifilis y
tuberculosis. Esta informacion se ha recopilado de forma retrospectiva mediante la
revision de la historia clinica de los pacientes incluidos en el estudio.

Variables clinicas relacionadas con la historia de la infeccion por el VIH

Variables relacionadas con la via de adquisicion y la situacion al diagnaostico:
via de trasmision del VIH, afio de diagndstico, CD4 al diagndéstico, ratio CD4/CDS8 al
diagndstico, CV al diagnéstico, nadir de CD4, meses de carga viral suprimida de
manera continua, diagnostico precoz, es decir con una cifra de linfocitos CD4 superior
a 500 células/uL; TAR: farmacos antirretrovirales recibidos a lo largo de la evolucion,
namero de esquemas de TAR recibidos a lo largo de la infeccion, niumero de

esquemas de TAR recibidos por fracaso viroldégico, esquema terapéutico que recibia
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el paciente en el momento de la obtencién de muestras, adherencia inadecuada en el
pasado. Esta informacion se ha recopilado de forma retrospectiva mediante la revision
de la historia clinica de los pacientes incluidos en el estudio. La adherencia, ademas,
se ha valorado de acuerdo con los servicios de farmacia hospitalaria de los dos centros

hospitalarios.

Variables analiticas

En todos los pacientes incluidos en el estudio se analizaron en sangre periférica

las siguientes variables:

Sistemético de sangre: hemoglobina, leucocitos, cifra absoluta de neutrofilos,

linfocitos, monocitos, eosindfilos, basdfilos y plaquetas.

Parametros inmunolégicos:

Determinaciéon de inmunoglobulinas A, M y G, y subclases de inmunoglobulina G
(mg/mL), mediante nefelometria (BNII, Dade Behring-Siemens).

Cuantificacion de diferentes poblaciones linfocitarias en valores relativos (%) y
absolutos (células/pl) a partir de una muestra de sangre periférica anticoagulada con
EDTA. Este estudio se realizé6 mediante citometria de flujo (Beckton Dickinson FACS
canto IlI) usando combinaciones de anticuerpos monoclonales marcados con
diferentes fluorocromos y dirigidos frente a distintos clusteres de diferenciacién (CD)
expresados en la superficie de los linfocitos.

Cuantificacion relativa (%) y absoluta (células/uL), de linfocitos T y subpoblaciones T
(CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+), ratio CD4/CD8, linfocitos B (CD19+) y linfocitos NK
(CD3-CD16/56+).

Andlisis de células T virgenes (CD3+CD4+ CD45RA+) y de memoria (CD3+ CD4+
CD45R0+).

Andlisis del receptor de linfocito T (TCR CD3: TCR alfa-beta, TCR gamma-delta).
Andlisis de la activacion de linfocitos T: marcadores de activacion linfocitaria
(DR/CD25/CD69) de forma aislada y agrupadas en linfocitos T dobles y triples
positivos. Todas las determinaciones se realizaron tanto en CD4 como en CD8.
Cuantificacion de poblaciones de linfocitos T helper funcionales (Thl, Th2, Th1l7,
Th22, Treg). Los linfocitos Thl fueron definidos como CD3+ CD4+ CCR7+ CXCR3+
CCRG6+; los Th2: CD3+ CD4+ CCR7+ CXCR3- CCR6-; los Th17 CD3+ CD4+ CCR7+
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CXCR3- CCR6+; los Th22: CD3+ CD4+ CCR7+ CCR10+ CCR6+; los Treg CD3+
CD4+ CD25+++ CD127- CCR4 + RO+.
o Andlisis de linfocitos T emigrantes recientes del timo (RTE): CD3 + CD31+ CD45 RA+.

TABLA 4. ESTIRPES CELULARES Y MARCADORES.

Estirpe celular

Marcadores

Linfocitos T

Linfocitos T inmaduros

CD4 virgenes

CD4 memoria central

CD4 virgenes efectores contacto
Células T activadas

Células senescentes

Linfocitos T emigrantes del timo

CD3+

CD3+ CD4- CD8-

CD45RA+ CD27-

CD45R0O+ CD27+

CD45R0O+ CD27-
CD38+/HLADR+/CD69+/CD25+
CD28-, CD57+

CD3+ CD45RA+ CD31+

e Determinacion de la actividad de células NK, mediante citometria de flujo. El ensayo
se realiz6 con el kit NKTEST® (Orpegen, GLYCOTOPE biotech). Determina la
actividad citotoxica de las células NK cuando se cocultivan con la diana K562
(eritroleucemia humana que no expresa HLA clase | y por ello, susceptible a la
citotoxicidad no restringida por HLA 1). El ensayo se realiz6 incubando durante 3 horas
a 37 ° C diferentes cantidades de linfocitos de sangre periférica purificados en Ficoll
con una cantidad constante de células diana K562. Se estudiaron las relaciones
efectora-diana 12.5:1, 25:1 y 50:1. Ademas, con objeto de valorar ain mas la
capacidad funcional de los linfocitos NK, se estudio el incremento de citotoxicidad tras
activacion de las células NK con IL-2. Segun el fabricante, los resultados de

normalidad esperables en este experimento son:
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TABLA 5. VALORES DE NORMALIDAD DE CITOTOXICIDAD NK CON O SIN ADICION DE IL-2

E:T ratio % actividad especifica % actividad especifica +IL-2
12.5:1 5.6-14.3 8.4-20.6

25:1 9.9-26.1 14.8-33.4

50:1 13.7-33.5 23.2-48

Fagocitosis de granulocitos y monocitos, analizada mediante citometria de flujo con el
kit PHAGOTEST® (Orpegen GLYCOTOPE Biotech) que permite la determinacion del
porcentaje de fagocitos que en sangre total heparinizada son capaces de fagocitar a
la bacteria E coli opsonizada y marcada con FITC, asi como el numero relativo de
bacterias fagocitadas (valorada en términos de Intensidad Media de Fluorescencia,
FL1). Los valores de normalidad segun el fabricante son los siguientes:

TABLA 6. VALORES DE NORMALIDAD EN GRANULOCITOS Y MONOCITOS.

Tipo de célula % células que fagocitan Intensidad de FL1
Granulocitos 95-99% 250-600
Monocitos 65-95% 150-350

Interferon-gamma release assay (IGRA): QuantiFERON-TB Gold (QFT®).

Se incubaron las muestras a 37°C con 3 tubos que contenian mitbgeno como control
positivo, un control negativo (Nil), y un pool de péptidos de las proteinas ESAT y CFP6
de Mycobacterium tuberculosis durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se recogi6
el sobrenadante y se cuantific6 mediante ELISA para determinar la cantidad de INFy
secretado por los linfocitos T de memoria reestimulados. Los resultados se expresaron
en UI/MI, y se interpretaron como positivo, hegativo o indeterminado en funcion de un
algoritmo (Tabla 7). Pueden existir falsos positivos en infecciones por M kansasii, M

szulgai y M marinum.
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TABLA 7. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS PARA DETERMINAR LOS
RESULTADOS DEL INTERFERON-GAMMA RELEASE ASSAY (IGRA).

Basal control

negativo Ul/mL  TB Antigeno Mitogeno Resultado IGRA
<8 <0.35 20.5 Negativo
2035y<25%deNil =20.5 Negativo
> 0.35y = 25% o Nil Cualquier valor Positivo
<0.35 <0.5 Indeterminado
=>0.35y <25% o Nil <0.5 Indeterminado
>8 Cualquier valor Cualquier valor Indeterminado

Parametros virologicos:

Determinacion de la carga viral plasmatica de VIH mediante PCR cuantitativa a tiempo
real (AmpliPrep Cobas TAQMan 48 de ROCHE), con un rango de determinacion de
entre 20 y 20.000.000 de copias de ARN/mL.

Metodologia estadistica

Los datos se organizaron y analizaron utilizando el software estadistico R v. 4.1.2.

utilizando tests no paramétricos.

Se realizdé un primer andlisis de las cohortes utilizando el test no paramétrico de

Wilcoxon con un limite de significacion de p<0,05.

Correlaciones

Se realiz6 un andlisis de correlaciones utilizando la p (rho) de Spearman y las

correlaciones con p=0,05 se ignoraron. Se realizé primero un analisis general de todas
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las variables, y luego andlisis por grupos de variables que se consideraron

naturalmente asociadas, separandolo por cohortes:

e Linfocitos T y subpoblaciones

o Células NK y citotoxicidad NK

o Linfocitos B e inmunoglobulinas
La intensidad de la significacion estadistica se representd mediante el tamafio del
circulo. Cuando existié una asociacion entre dos variables se represento en color azul,
MAs oscuro cuanto mas positiva fuese esta, y en color naranja cuando la asociacion

fue negativa.

Andlisis de componentes principales

Con propasito descriptivo, realizamos un andlisis de componentes principales.
Esta técnica permite reducir un gran nimero de variables a unas pocas relaciones
lineales entre ellas, los componentes principales. Los componentes principales no
estan correlacionados y capturan cantidades decrecientes de la varianza original. Los
primeros componentes principales (con una parte relevante de la varianza) se pueden
utilizar para explorar un conjunto de datos y reducir su dimensionalidad, simplificando
su evaluacién. Escogimos los tres primeros componentes principales derivados de
nuestra base de datos para determinar la separacion entre las observaciones de cada

cohorte y de qué variables podrian depender en mayor manera.

Modelos lineales

Para determinar el efecto de los factores de interés en las variables analizadas
en este trabajo, utilizamos un analisis de regresion (modelos lineares generalizados),
con una etapa de descarte y adicion de las variables explicativas para escoger el
modelo mas adecuado. El algoritmo utilizado aplica el criterio de informacion de

Akaike para optimizar el modelo en cada iteracion.
Factores utilizados inicialmente:

Cohorte, edad, afios desde el diagndstico, afios de carga viral suprimida, afios
de TAR, afios de TAR continuo, afios de TAR activo, primer registro de CV, nadir,
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numero total de esquemas TAR, numero total de esquemas TAR activos, adhesion

clinica, resistencias.

Box-whisker plots

Las graficas de cajas y bigotes (box-whisker plots) muestran la distribucion de
los datos de los grupos a comparar. La caja abarca entre el 1€ y 3°" cuartiles
(definiendo el intervalo intercuartil, IQR, con el 50% de las observaciones). La linea
horizontal indica la mediana (2° cuartil). Los bigotes se extienden hasta la observacion
mas extrema dentro de un intervalo 1,5%IQR. Las observaciones que quedan fuera de
este intervalo se pueden considerar fuera de rango, aunque en este trabajo no fue un

criterio de eliminacion.

Modelos lineales de efectos mixtos (TAR)

El efecto del TAR y tratamiento activo en la probabilidad de pertenecer a cada
cohorte se evalu6 mediante modelos lineares generalizados de efectos mixtos. El
grupo TARGA y si el tratamiento estaba activo, asi como su interaccion, se

consideraron efectos fijos, con el paciente como efecto aleatorio.

Metodologia de estilo y citaciones.

La bibliografia se referencia segun las directrices de la 6.2 ediciéon del
Publication Manual of the American Psychological Association y segun el manual de

estilo de la Universidad de Leodn.
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10.RESULTADOS

10. 1. Pacientes estudiados

Se identificaron un total de 574 pacientes con carga viral indetectable, 425
pacientes en el area sanitaria de Ledn y 149 pacientes en el area sanitaria de El
Bierzo. De todos ellos, 28 pacientes cumplieron criterios de RID (14 en El Bierzo y
14 en Ledn), y se obtuvieron muestras vélidas en 16 casos (6 en Leény 10 en El
Bierzo). Del resto de pacientes identificados, uno estaba diagnosticado de una
leishmaniasis crénica, uno rechazé participar en el estudio, ocho no pudieron
localizarse o no acudieron el dia de la extraccion de muestras y uno fallecié durante

el transcurso del estudio. Figura 8.

FIGURA 8. DISTRIBUCION DE PACIENTES TOTALES Y FINALES CON RID EN LA POBLACION DE
ESTUDIO.

w4 pacientes en
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crdnica
1 pacientes muestra nao 21 pacientes no
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B pacientes no !
ocalizables/no acuden

16 paciente (RID) 17 pacientes (RIA)

Cumplieron criterios de RIA sélo 41 pacientes (26 en el Hospital del Bierzoy 15
en el de Ledn). Se obtuvieron muestras validas en 17 casos (11 en El Bierzoy 6
en Leon). Del resto de pacientes identificados, 21 pacientes no pudieron
localizarse o no acudieron el dia de la extraccion de muestras y en tres casos la

muestra no fue valida. Figura 8. La tasa de RID fue del 4,88%.
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10.2. Variables clinicas

La edad media de los pacientes en el momento de la realizacion del estudio fue
de 53.58 (SD 10,50) afios en la cohorte 1 y de 55.23 (SD 5,14) en la cohorte 2, no

encontrando diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,49). Figura 9.

En la cohorte 1 se incluyeron 12 varones y 5 mujeres y 11 varones y 5 mujeres
en la cohorte 2, no existiendo diferencias significativas en la proporcion de sexo

biologico en cada grupo (p=1). Figura 10.

FIGURA 9. DISTRIBUCION DE EDAD EN AMBAS COHORTES.
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FIGURA 10. DISTRIBUCION DE SEXO BIOLOGICO EN AMBAS COHORTES.

P=1

sexo

cohorte

Azul: hombres; naranja: mujeres.
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En cuanto a la etnia, en la cohorte 1 se identificaron 14 pacientes de etnia
caucasica y 3 de etnia gitana, mientras que en la cohorte 2, 13 pacientes eran
caucasicos y 3 de etnia gitana. Tampoco se encontraron diferencias entre ambos
(p=0,67) Tabla 8.

El consumo de toéxicos se analizo en dos etapas. Por una parte, el consumo de
toxicos de manera activa en el momento de extraccion de las muestras. No hubo
diferencias significativas en el consumo de alcohol, tabaco, cocaina o en el de drogas
por via parenteral. En este Ultimo caso, ningun paciente consumia téxicos por esta via
en el momento de la extraccion. Sin embargo, en cuanto al consumo de drogas en
etapas previas, encontramos diferencias significativas en el consumo de alcohol

mayor de 20 gr al dia, que fue mayor en la cohorte 1 (p<0,001).

En la cohorte 1 tres pacientes tenian diagnéstico previo de neoplasias
(carcinoma de pene, de cérvix y hepatocarcinoma), y dos en el caso de la cohorte 2
(linfoma no Hodgkin y carcinoma de pene). Respecto a los factores de riesgo
cardiovascular o enfermedad cardiovascular establecida, en la cohorte 1 se
identificaron dos pacientes (uno diabético y otro con antecedentes de un sindrome
coronario agudo) y en la cohorte 2, ocho pacientes de los cuales tres tenian dos
factores de riesgo (un paciente hipertenso, cinco con dislipemia, uno con obesidad y
tres diabéticos tipo 2) (p=0,056). En relacién con la enfermedad renal cronica, se

identifico un paciente en la cohorte 1 y dos pacientes en la cohorte 2 (p=1).

También se registr6 el antecedente de infecciones no oportunistas (0 no
definitorias de sida) previo a la toma de muestras. En la cohorte 1, tres pacientes
fueron diagnosticados de alguna infeccién (un caso de brucelosis, una enfermedad
inflamatoria pélvica y una fiebre tifoidea). En la cohorte 2, cinco pacientes (una
neumonia neumocdcica, condilomas acuminados en dos pacientes, una infeccién

aguda por Parvovirus B19, y un zoéster no recurrente) (p=0,44).

Respecto a las entidades clinicas relacionadas con sida segun el Center for
Disease Control and Prevention, diez pacientes se incluyeron en la categoria B en la
cohorte 1 y cinco en la cohorte 2; seis pacientes fueron asignados al estadio C en la
cohorte 1 y doce en la cohorte 2 (p=0,087). Las enfermedades identificadas se

incluyen en la figura 11.
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TABLA 8. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y CONSUMO DE TOXICOS. MEDIA = DS

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
N 16 17

Edad 53,58 (10,50) 55,23 (5,14) 0,49
Sexo biolégico mujer 5 5 0,91
Etnia caucasica 14 13 0,67
Consumo alcohol previo 11 1 0,001
Consumo drogas parenterales previo | 9 4 0,06
Consumo cocaina previo 2 2 0,98
Consumo de marihuana actual/previo | 1 0 0,30
Consumo tabaco actual 10 12 0,33

FIGURA 11. EVENTOS DEFINITORIOS DE SIDA SEGUN EL CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDC).
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Existian antecedentes de infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) en 2
pacientes de la cohorte 1, y en 2 pacientes de la cohorte 2 (p 0,23), pero en ningan
caso se trataba de infeccion activa en el momento de la seleccion. Del resto, 10

pacientes en la cohorte 1 y 6 en la dos estaban vacunados frente a VHB.

Respecto a la coinfeccion por VHC, se identificaron diez pacientes en la cohorte
1 y ocho en la cohorte 2 (p=0,49), y en todos los casos, la CV fue negativa. En la
cohorte 1, dos pacientes recibieron tratamiento con antivirales de accion directa antes
de la seleccion y en el caso de la cohorte 2 fueron cinco los que completaron este
tratamiento (p=0,39). Previamente habian recibido tratamiento con interferon un
paciente en la cohorte 1 y 5 en la cohorte 2 (p=0,19). El resto de pacientes que no
recibieron tratamiento, presentaron un aclaramiento espontaneo del virus. Ninguno de

los pacientes estaba diagnosticado de hepatopatia cronica por ecografia.

También se recogio el nUmero de pacientes con antecedentes de infeccion por
sifilis, dos pacientes en la cohorte 1y tres en la cohorte 2 (p=1), todos fueron tratados
adecuadamente. En relacion con el estado serolégico de la toxoplasmosis, seis
pacientes tenian una IgG positiva en la cohorte 1 y ocho en la cohorte 2 (p=0,74).
Respecto al CMV, se objetivé una IgG positiva en seis casos en la cohorte 1y en la

cohorte 2 el nUmero ascendié a once pacientes (p=0,17).

La enfermedad tuberculosa habia sido diagnosticada en un paciente de la
cohorte 1 y en siete pacientes de la cohorte 2 (p=0,047). En cuanto a la prueba de la
tuberculina (PPD), constaba como realizado en la historia clinica en 13 pacientes de
la cohorte 1y en 10 pacientes de la cohorte 2 (p=0,26). El resultado de este test fue

positivo en 1 paciente de cada una de las cohortes.

Se actualizé la situacion clinica de los pacientes incluidos en el estudio en
septiembre de 2021, y se identific6 una muerte en la cohorte 1 (debida a un
hepatocarcinoma de aparicion posterior a la extraccion de las muestras) y otra en la
cohorte 2 debido a un cancer de pene metastasico, recidiva de un diagnéstico previo
(p=1); se identificO también 1 evento no sida en cada una de ellas (cohorte 1:

tromboembolismo pulmonar; cohorte 2: Ulcera gastrica que precisé cirugia) (p=1).
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10.3 Variables clinicas relacionadas con la historia de la infecciéon por el VIH

La transmision del VIH ocurrié en 12 pacientes por transmision UDVP, 8 en la
cohorte 1 y 4 en la cohorte 2; la transmision fue por via sexual en 20 pacientes: 8 en
la cohorte 1y 12 en la cohorte 2; el contagio ocurrié por transfusion sanguinea en 1
caso de la cohorte 2 (p=0,21). Los pacientes de la cohorte 1 fueron diagnosticados
entre 1990 y 2013, con un tiempo medio de evolucion de la enfermedad desde el
diagnostico hasta la seleccion de 16,82 afos (SD 8,79); los pacientes de la cohorte 2
fueron diagnosticados entre 1987 y 2005, y el tiempo medio de evolucién fue de 19,08
afios (SD 7,59). No existieron diferencias entre el tiempo de evolucién de las dos
cohortes (p=0,42).

La carga viral al diagndstico constaba en la historia de 10 pacientes de la cohorte
1 y tuvo una media de 354685,75 copias/mL (SD 319974,52), y en cuatro pacientes
de la cohorte 2: 288666,67 copias/mL (SD 318430,32). No existian diferencias entre
los grupos comparados (p=0,70). Se disponia del nimero de CD4 al diagnéstico en
tan solo 21 pacientes, con una media de 111,58 células/pL en la cohorte 1, y de 78
células/uL en la cohorte 2 (p=0,22). Al igual que el pardmetro anterior, sélo se dispuso
de datos sobre la ratio CD4/CD8 al diagnéstico en 21 pacientes, y al comparar las
cohortes, no se encontraron diferencias (p=0,40). En cuanto al nadir de CD4 fue de
54,81 (SD 59,70) en la cohorte 1 y 73.65 (SD 51,83) en la cohorte 2, sin diferencias
significativas (p=0,30). Tabla 9.

TABLA 9. CV, CD4 Y RATIO CD4/CD8 AL DIAGNOSTICO Y NADIR DE CD4. MEDIA + SD.

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
CcVv diagnéstico | 354685,75 288666,67 0,70
(copias/mL) (319974,524) (318430,32)

CD4 diagnéstico (cels/uL) | 111,58 (190,77) 78 (44,05) 0,22
Nadir CD4 (cels/uL) 54,8 (59,80) 73,65 (51,84) 0,30
RatioCD4/CD8 0,25 (0,35) 0,10 (0,12) 0,40
diagnéstico
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Los pacientes de la cohorte 1 habian sido diagnosticados de VIH una media de
16,82 (SD 8,79) afios antes y de 19,08 (SD 7,59) los de la cohorte 2. Entre ambas
cohortes no existieron diferencias significativas (p=0,42). El tiempo de CV suprimida
fue de 6,42 (SD 2,69) en la cohorte 1 y de 12,16 afios (SD 3,56) en la cohorte 2,
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p<0,001).
La media tiempo desde el inicio del TAR fue de 15,07 (SD 7,745) en la cohorte 1 y de
17,94 afos (SD 6,41) en la cohorte 2 (p=0,22). Sin embargo, la media de tiempo de
TAR ininterrumpido fue de 6,95 (SD 4,50) en la cohorte 1, y de 14,76 (SD 5,88) en la
cohorte 2, y también alcanz6 la significacion estadistica (p<0,001). En el momento de
la seleccién de pacientes y extraccién de muestras, los pacientes de la cohorte 1
llevaban una media de 5,80 (SD 3,72) afios con el mismo esquema de TAR. En el
caso de la cohorte 2, la media fue de 5,58 (SD 3,34) (p=0, 80). En ningun caso se
inici6 TAR de manera precoz. Los pacientes de la cohorte 1 recibieron de media un
total de 7,94 (SD 3,623) esquemas de tratamiento a lo largo de la evolucion de su
enfermedad. En el caso de la cohorte 2, la media de tratamientos totales fue de 10,35
(SD 4,24). No se identificaron diferencias entre el nUmero de esquemas totales
(p=0,08) (Figura 12), ni tampoco hubo diferencias entre el nUmero de esquemas
recibidos por fracaso de los anteriores (p=0,18). Tampoco encontramos diferencias
entre ambas cohortes respecto a los grupos terapéuticos de TAR recibido en el
momento de extraccion de las muestras, o los que recibieron previamente. Todos los
pacientes tuvieron una adherencia adecuada segun sus cifras de CV y los registros
de farmacia hospitalaria al menos en los dos afios anteriores al estudio. Sin embargo,
once pacientes en la cohorte 1 y cinco de la cohorte 2, habian presentado problemas
de adherencia en el pasado. En seis pacientes de la cohorte 1 y en ocho pacientes de

la cohorte 2 se identificaron resistencias genotipicas durante el seguimiento (p=0,50).

TABLA 10. GRUPOS DE FARMACOS RECIBIDOS POR LOS PACIENTES DURANTE LA EVOLUCION

Farmacos CCR5 IF 1 IP ITIN ITINN
Cohorte 1 1 0 3 28 58 16
Cohorte 2 1 1 10 39 80 19

Total 2 1 13 67 138 35
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TABLA 11. FARMACOS RECIBIDOS POR LOS PACIENTES DURANTE LA EVOLUCION

Farmaco Cohorte 1 Cohorte 2
Abacavir 8 11
Atazanavir 3 7
Darunavir 9 5
Didanosina 5 7
Dolutegravir 0 4
Efavirenz 8 13
Emtricitabina 15 11
Enfuvirtida 0 1
Etravirina 5 1
Indinavir 5 8
Lamivudina 4 14
Lopinavir 7 9
LopinaviR 1 0
Maraviroc 1 1
Nelfinavir 0 3
Nevirapina 3 4
Raltegravir 3 7
Rilpivirina 1 1
Ritonavir 0 1
Saquinavir 2 5
Stavudina 6 9
Tenofovir 10 15
Zalcitabina 0 1
Zidovudina 10 12

Total 106 150
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FIGURA 12. NUMERO DE ESQUEMAS GLOBALES DE TRATAMIENTO POR PACIENTE Y NUMERO DE
TRATAMIENTOS MODIFICADOS POR FRACASO.
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Se realiz6 una comparacién de los grupos terapéuticos recibidos en ambas
cohortes durante la evolucién de la enfermedad, y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,80).

Se realiz6 una comparacion de los grupos terapéuticos que recibian los
pacientes en ambas cohortes en el momento de la extraccion de las muestras, y no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,22). No se pudo
realizar es estadistico Chi2 por no haber suficientes niveles en la comparacién entre
los grupos de tratamiento con MRV vy los IF. En cuanto a la comparacién entre los I,
no se encontraron diferencias (p=0,41), los IP (p=0,11), los ITIN (p=0,68) ni en el caso
de los ITINN (p=0,18).

TABLA 12. GRUPOS DE FARMACOS RECIBIDOS EN EL MOMENTO DE LA EXTRACCION DE

MUESTRAS.
Farmacos CCR5 1 IP ITIN ITINN
Cohorte 1 1 2 11 14 8
Cohorte 2 1 9 8 16 5

Total 2 11 19 30 12
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TABLA 13. ESQUEMAS ACTUALES DE TRATAMIENTO

Esquema terapéutico Cohorte 1 Cohorte 2
DRV/r+FTC/TDF 1

DRV/r+ABC/3TC 3 1
DRV/r+3TC+ETR 1

DRV/r+RAL+ETR 1

DRV/r+RAL+3TC 1
DRV/r+RAL+TDF 1
DRV/r+RAL 1
DRV/r+MRV+ETR 1

DRV/r+ETR+AZT 1

ATZ/r+ABC/3TC 1
ATZ/r+3TC+TDF 1
LOP/r+ FTC/TDF 2

LOP/r+ FTC/TDF/d4T 1

LOP/r+ABC/3TC 1
LOP/r+RAL+MRV+ABC/3TC 1
RAL+ FTC/TDF 1 1
DTG+FTC/TDF 1
DTG+ABC/3TC 3
EFV/IFTC/TDF 2 2
EFV+ABC/3TC 2
EFV+AZT/3TC 1

RPV/FTC/TDF 1

10.4 Variables analiticas

10.4.1 Hemograma

Tras el analisis del hemograma, se encontraron diferencias significativas en el
namero absoluto de leucocitos (p<0,001), neutréfilos (p=0,04), linfocitos (p<0,001) y
basdfilos (p<0,001). No hubo diferencias en las cifras de hemoglobina (p=0,07),

monocitos (p=0,06), eosinodfilos (p=0,99) y plaquetas (p=0,07). Tabla 14 y figura 13.



TABLA 14. HEMOGRAMA. MEDIA £ DS
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Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
Leucocitos/pL 4481,25 (1208,98) 7375,29 (1662,09) 0,001
Neutrdfilos/pL 3000 (878,64) 4141,18 (1630,57) 0,04
Linfocitos/pL 956,25 (416,28) 2513,53 (757,31) 0,001
Monocitos/pL 362,50 (125,83) 482,35 (205,81) 0,06
Eosindfilos/ pL 150,00 (115,47) 142,94 (67,06) 0,99
Basdfilos/ pL 12,50 (34,16) 95,29 (37,10) 0,001
Hemoglobina mg/dL 13,96 (2,21) 15,14 (0,93) 0,07
Plaquetas / pL 157,69 (62,32) 195,77 (60,14) 0,07

FIGURA 13. LEUCOCITOS, NEUTROFILOS Y LINFOCITOS.
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10.4.2. Parametros inmunolégicos

10.4.2.1. Determinacion de inmunoglobulinas A, M y G, y subclases de
inmunoglobulina G.

No se encontraron diferencias en ninguna de las variables (tabla 15).

TABLA 15. CUANTIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS Y SUBCLASES DE INMUNOGLOBULINAS
IGG. MEDIA £ DS

Variable- unidad Cohorte 1 Cohorte 2 p
IlgA (mg/dL) 255,19 (160,56) 242,29 (65,72) 0,55
IgM (mg/dL) 114,81 (64,44) 101,47 (51,20) 0,53
lgG (mg/dL) 1235,56 (456,22) 1077,94 (250,78) 0,23
IgG1 (mg/dL) 889,75 (369,78) 845,82 (184,01) 0,73
lgG2 (mg/dL) 221,52 (112,29) 245,53 (114,89) 0,61
IgG3 (mg/dL) 59,19 (34,56) 45,11 (20,22) 0,30
lgG4 (mg/dL) 33,79 (24,09) 42 (23,09) 0,31

10.4.2.2. Cuantificacién de poblaciones linfocitarias.

Se identificaron diferencias significativas en todas las poblaciones de linfocitos T,
B y NK, asi como entre las diferentes subpoblaciones de linfocitos T analizadas
(CD3+CD8+, CD3+CD4+). El porcentaje de pacientes en la cohorte 1 que alcanzé una
ratio CD4/CD8 mayor o igual a 1 es de 18,75% y del 41,18% en la cohorte 2 (tabla
16). Se representa también en la figura 14 la correlacién en la cohorte 1 entre linfocitos
B e inmunoglobulinas, siendo significativa la establecida entre 1gG e 1gG1, asi como
entre los valores de IgA e IgM. Por otro lado, también en la figura 14 se representa la
misma correlacién en la cohorte 2, encontrando correlacion negativa significativa entre

IgG e IgG1, vy los linfocitos B y los valores de IgM.
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TABLA 16. SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS Y RATIO CD4/CD8. MEDIA + DS

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
CD3+ (cels/uL) 618,53 (257,86) 1599,81 (468,26) 0,001
CD3+CD8+ (cels/uL) 408,06 (242,27) 828,46 (335,41) 0,001
CD3+CD4+ (cels/pL) 188,37 (46,11) 757,45 (244,30) 0,001
CD3+CD4+ CD8+ (cels/uL) | 5,58 (4,90) 19,47 (13,92) 0,001
CD3-CD16/CD56+ (cels/uL) | 164,76 (122,99) 368,70 (197,35) 0,001
CD19+ (cels/uL) 133,42 (70,74) 249,39 (189,51) 0,03
Ratio CD4/CD8 0,61 (0,36) 1,05 (0,50) 0,002

FIGURA 14. CORRELACION ENTRE LOS VALORES DE INMUNOGLOBULINAS EN LA COHORTE 1 Y

2 RESPECTIVAMENTE, Y LOS VALORES ABSOLUTOS DE LINFOCITOS B.
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10.4.2.2.1. ANALISIS DEL PORCENTAJE DE CELULAS T VIRGENES (CD3 CD4
CD45 RA+) Y MEMORIA (CD3 CD4 CD45 RO+).

No se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de células
virgenes y de memoria de los CD4 y CD8, pero si al comparar las dos cohortes en
valores absolutos (tabla 17).
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TABLA 17. LINFOCITOS T VIRGENES Y MEMORIA EN % Y VALORES ABSOLUTOS. MEDIA + DS

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
CD4 memoria (%) 64,34 (14,79) 62,10 (15,97) 0,71
CD4 virgenes (%) 26,13 (11,47) 30,76 (13,51) 0,41
CD4 memoria (cels/uL) | 119,87 (37,91) 471,59 (195,96) 0,001
CD4 virgenes (cels/uL) 49,8 (25,15) 230,77 (131,81) 0,001
CD8 memoria (%) 43,16 (18,50) 53,24 (10,96) 0,10
CD8 virgenes (%) 45,27 (17,53) 38,99 (11,75) 0,98
CD8 memoria (cels/uL) | 163,07 (73,80) 443,88 (211,29) 0,001
CD8 virgenes (cels/pL) 210,07 (180,95) 320,118 (171,00 0,03

10.4.2.2.2. ANALISIS DEL RECEPTOR DE LINFOCITO T (TCR CD3: TCR ALFA-
BETA, TCR GAMMA-DELTA).

Se encontraron diferencias en el TCR alfa-beta entre las dos cohortes (p=
0,002), con un porcentaje mayor en la cohorte 1, no asi en el TCR gamma-delta (p=
0,27). Tabla 18.

TABLA 18. PROPORCION DE TCR ALFA-BETA, TCR GAMMA-DELTA. MEDIA = DS.

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
TCR alfa-beta (%) 92,68 (5,04) 81,64 (6,45) 0,002

TCR gamma-delta (%) | 5,60 (4,68) 2,61 (1,78) 0,27
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10.4.2.2.3. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE LINFOCITOS T.

El grado de activacion de los linfocitos T CD4 y CD8 se evalué utilizando un
marcaje simultaneo con 3 marcadores diferentes de activacion. Se consideraron a los
linfocitos activados cuando expresaban simultaneamente al menos dos de los tres
marcadores de activacion seleccionados (CD25, HLA DR, CD69). Se encontraron
diferencias entre ambas cohortes en la proporcion de CD4 que coexpresaban DR y
CD25, asi como los que expresaban CD69 y DR (Tabla 19). No se encontraron

diferencias entre las dos cohortes en la proporcion de linfocitos CD8 activados.

TABLA 19. ACTIVACION DE LINFOCITOS CD4. MEDIA £ DS

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
CD4 activacion doble global (%) | 0,82 (0,44) 0,17 (0,13) 0,001
CD4+CD69+DR+ (%) 0,225 (0,289) 0,04 (0,06) 0,002
CD4+CD69 +CD25+ (%) 0,125 (0,13) 0,04 (0,05) 0,07
CD4+ DR+ CD25+ (%) 0,47 (0,23) 0,09 (0,07) 0,001
CD4+CD69+DR+CD25+(%)Triple | 0 0 -
+

10.4.2.2.4. CUANTIFICACION DE POBLACIONES FUNCIONALES DE
LINFOCITOS T CD4+ (TH1, TH2, TH17, TH22, TREG).

No se encontraron diferencias en las diferentes poblaciones funcionales T

helper, pero si en las células Treg (p=0,007). Tabla 20.
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TABLA 20. POBLACIONES T HELPER. MEDIA £ SD

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
Th1l (cels/pL) 45,66 (13,60) 40,36 (12,48) 0,17
Th2 (cels/uL) 78,31 (93,66) 57,87 (13,42) 0,66
Th17 (cels/uL) 88,66 (4,256) 87,82 (3,04) 0,38
Th22 (cels/uL) 16,48 (20,37) 12,17 (3,05) 0,66
Treg (cels/pL) 0,61 (0,39) 0,26 (0,26) 0,007

10.4.2.2.5. ANALISIS DE LINFOCITOS T EMIGRANTES RECIENTES DEL TIMO
(RTE): CD3 + CD31+ CD45 RA+.

No se encontraron diferencias entre las dos cohortes en los RTE (tabla 21).

TABLA 21. RTE. MEDIA = DS

Variable-unidad Cohorte 1 Cohorte 2 p
RTE (cels/uL) 27,96 (11,39) 25,63 (8,04) 0,76

10.4.2.2.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS CELULAS
NK BASALMENTE Y ACTIVADAS CON IL-2.

El estudio se realizd co-cultivando durante 3 horas linfocitos de sangre
periférica purificados mediante gradiente de Ficoll (PBL) con células K562, ajustando
cuantitativamente las condiciones del ensayo a relaciones crecientes de células
efectoras (PBL) - diana (K562) de 12,5:1, 25:1 y 50:1, con objeto de estimar la
linearidad del ensayo (tabla 22 y 26). Con objeto de evaluar aun mas a fondo la
funcionalidad de las células NK, se realizaron dos aproximaciones diferentes:
cocultivos de PBL sin/con adiccién de IL-2. En las figuras se representa la citotoxicidad
NK a diferentes concentraciones en un paciente de la cohorte 1 (Figuras 15-17) y en

un paciente de la cohorte 2 (Figura 18).
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TABLA 22. CITOTOXICIDAD NK (%) CON/SIN ADICCION DE IL-2. MEDIA = DS

Proporcion NK Cohorte 1 Cohorte 2 p
NK 12:1 5,78 (4,61) 23,11 (18,71) 0,001
NK 12:1+IL-2 12,49 (13,01) 47,14 (19,15) 0,001
NK 25:1 7,67 (6,83) 30,82 (20,02) 0,001
NK 50:1 12,24 (7,42) 38,70 (19,96) 0,001
NK 50:1+IL-2 30,48 (18,86) 65,76 (13,19) 0,001

TABLA 23. CITOTOXICIDAD NK (CELULAS/ML) CON/SIN ADICCION DE IL-2. MEDIA £ DS

Células/uL Cohorte 1 Cohorte 2 p
NK 12:1 10,52 (13,05) 84,24 (76,11) 0,001
NK 12:1+IL-2 25,13 (36,94) 180,12 (139,63) 0,001
NK 25:1 15,13 (20,94) 114,82 (96,85) 0,001
NK 50:1 25,25 (28,54) 143,25 (117,97) 0,001
NK 50:1+IL-2 62,00 (67,35) 244,94 (154,03) 0,001

FIGURA 15. CiTOTOXICIDAD NK CON LA PROPORCION 12,5:1 (A) Y CON ESA MISMA
PROPORCION TRAS ANADIR IL-2 (B), PACIENTE CON RESPUESTA NULA DE LA COHORTE 1.
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FIGURA 16. CiToTOXICIDAD NK CON LA PROPORCION 25:1, PACIENTE CON RESPUESTA NULA
DE LA COHORTE 1.

1-25A1

FIGURA 17. CITOTOXICIDAD NK CON LA PROPORCION 50:1 (A) Y CON ESA MISMA PROPORCION
TRAS ANADIR IL-2 (B), PACIENTE CON RESPUESTA NULA DE LA COHORTE 1.
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FIGURA 18. CITOTOXICIDAD NK CON LA PROPORCION 50:1 (A) Y CON ESA MISMA PROPORCION
TRAS ANADIR IL-2 (B), PACIENTE CON RESPUESTA COMPLETA DE LA COHORTE 2.
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Para una mejor interpretacion de los resultados, sobre la base de los rangos de
referencia en poblacion sana segun el fabricante, y de la experiencia del laboratorio
de Inmunologia (observador experto) en pacientes sanos y en pacientes afectos de
diferentes patologias, se predefinieron tres posibles patrones de respuesta en cada
uno de los pacientes estudiados: 1. Respuesta adecuada (similar a la poblacion
normal: >80% de actividad esperada), 2. Disminucibn moderada de la repuesta
(reduccién parcial de citotoxicidad, 30-80% de los valores esperados en poblacion
normal) y 3. disminucidn severa de la respuesta (<30% de los valores esperados en
la poblacién normal). Por una parte, un observador experto categoriz6 los resultados
cuantitativos obtenidos en: respuesta adecuada, parcial o severamente disminuida.
Para controlar una posible subjetividad del observador experto en la categorizacion
de la citotoxicidad, se reprodujo este experimento mediante una simulacion
estadistica, obteniéndose unos resultados similares a los que obtuvo el observador
experto (datos no mostrados). El analisis asi realizado mostro:

Citotoxicidad basal:

En la cohorte 1 respondieron de manera adecuada cinco pacientes, cuatro lo hicieron
parcialmente y siete presentaron una disminucion severa de la respuesta. En la
cohorte 2 respondieron de manera completa 16 pacientes, y uno lo hizo de manera
parcial (p<0,001). Tablas 22-24 y figuras 15-18.

Citotoxicidad afiadiendo IL-2 al ensayo:

Tras afadir IL-2 a las células efectoras (s6lo a las relaciones 12,5:1 y 50:1), en la
cohorte 1 respondieron de manera adecuada ocho pacientes, tres lo hicieron
parcialmente y cinco continuaron presentando una respuesta severamente
disminuida. En la cohorte 2 respondieron de manera completa los 17 pacientes
(p=0,001). Estos resultados sugieren que la adiccion de la IL-2 solo fue capaz de
restaurar parcial o totalmente la citotoxicidad NK en 3 de 11 pacientes de la cohorte
1. Tablas 23-24 y figura 19.
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FIGURA 19. CiTOoTOXICIDAD NK CON LA PROPORCION 50:1 (A) Y CON ESTA PROPORCION TRAS
ANADIR IL-2 (B).
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Azul: cohorte 1; naranja: cohorte 2.

TABLA 24. EFECTO DE IL-2 A LA CITOTOXICIDAD NK

Cohorte Adecuada Parcial Nula p
1 5 4 7 0,001
2 16 1 0
1+IL-2 8 3 5 0,001
2+|L-2 17 0 0

C) Puesto que se habia observado que los pacientes de la cohorte 1 tenian un menor
namero absoluto de linfocitos NK que los de la cohorte 2, valoramos si la disminucion
de la citotoxicidad observada podia ser debida a que los PBL de esa cohorte contenian
una menor cantidad de linfocitos NK.

Sobre la relacion entre el nimero total de linfocitos NK y que la citotoxicidad fuese
normal, parcialmente disminuida o severamente disminuida, se realiz6:
a. Analisis de la varianza (F): el numero de linfocitos NK de cada grupo
determiné el grado de citotoxicidad NK (p=0,012). Tabla 25.
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b. Analisis multiple: ese efecto es significativo tanto en aquellos pacientes
con disminucion parcial de la respuesta como en los que mostraron una
disminucién severa de la citotoxicidad (p=0,02). Tabla 26.

c. Este efecto se observo en los pacientes de la cohorte 1, pero no en los
de la cohorte 2 (p=0,31).

Sobre la relacién entre el numero total de linfocitos NK y la capacidad de IL-2 para
restaurar la citotoxicidad NK, se observo que al afiadir IL-2 al cocultivo no fue capaz
de restaurar la citotoxicidad disminuida en los pacientes de la cohorte 1. Tabla 27.

TABLA 25. COHORTE 1. RELACION ENTRE EL NUMERO ABSOLUTO DE CELULAS NK Y LA
CitotoxicibAD NK. MEDIA = DS

Respuesta Media p ANOVA (F)
Adecuada 288,60 (144,53) 0,012
Parcial 105,11 (63,83)
Nula 110,39 (57,02)

TABLA 26. COHORTE 1. RELACION ENTRE EL NUMERO ABSOLUTO DE CELULAS NK Y LA

CitoTtoxiciDAD NK, COMPARACION MULTIPLE. MEDIA = DS

Comparacion Estimacion p
Parcial-adecuada 183,49 0,031
Nula-adecuada 178,21 0,017
Nula-parcial 5,28 0,99

TABLA 27. COHORTE 1. RELACION ENTRE EL NUMERO ABSOLUTO DE CELULAS NK Y LA
CitoToxICIDAD NK, TRAS ANADIR IL-2. COMPARACION MULTIPLE. MEDIA = DS

Comparaciéon Estimacion p
Parcial-adecuada 100,00 0,40
Nula-adecuada 141,87 0,10

Nula-parcial -41,88 0,86
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En el modelo lineal, las concentraciones crecientes de células NK se relacionaron con
el nadir de CD4, la adherencia al tratamiento, el niumero de tratamiento recibidos y el
tiempo de CV suprimida (p<0,05).

10.4.2.2.7. FAGOCITOSIS DE GRANULOCITOS Y MONOCITOS.

No observamos diferencias significativas entre las 2 cohortes en el porcentaje
de neutréfilos con capacidad fagocitica (p=0,44), ni en el numero de bacterias
fagocitadas por neutrdéfilos (indice de fagocitosis) (p=0,63). Tablas 28-29 y figura 20.

Por el contrario, el porcentaje de monocitos con capacidad fagocitica de la
cohorte 1 fue significativamente mayor que el de la cohorte 2 (p=0,02). Tabla 28 y

figura 21.

TABLA 28. FAGOCITOSIS EN GRANULOCITOS Y MONOCITOS. MEDIA + SD

Variable Cohorte 1 Cohorte 2 p
Fagocitosis (a 37°C menos basal | 83,12 (11,65) 84,69 (15,40) 0,44
a 4°C) en neutrdfilos (%)
Fagocitosis (a 37°C menos basal | 46,62 (14,28) 33,47 (15,60) 0,02
a 4°C) en monocitos (%)

FIGURA 20. FAGOCITOSIS DE NEUTROFILOS A 4°C (IZQUIERDA) Y 37°C (DERECHA).
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FIGURA 21. FAGOCITOSIS DE MONOCITOS A 4°C (IZQUIERDA) Y 37°C (DERECHA).

1-4

1-37

M

Count
T

&
II% R FEEEE NN

PS P& PE P6

Count
B R R e e 1

T IIIIII LU I]]ll] T 11 |]||]] T 17 |||||I T T Illlll] LI llllll] L IIHHI LI Illl"] T
] 4 -
10 10 10 10 10 10 10 10
FITC-A FITC-A

TABLA 29. INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (FITC) COMO INDICE DE FAGOCITOSIS EN
NEUTROFILOS Y MONOCITOS. MEDIA + SD

Variable-unidad Cohorte 1 Cohorte 2 p

FITC neutrofilos 18025,75 (7068,65) 16305,06 (8049,60) 0,63

FITC monocitos 16456,85 (8591,94) 11463,53 (4108,87) 0,08
10.4.2.2.8. RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA A MYCOBACTERIUM

TUBERCULOQOSIS.

Se evalué mediante IGRA en todos los pacientes, en este caso QFT® y PPD.
En la cohorte 1 hubo un solo positivo para IGRA, y tres en la cohorte2 (p=0,32).

La lectura del PPD fue positiva en un paciente en cada una de las cohortes (p=0,85),

habiéndose realizado en el caso de la cohorte 1 en trece pacientes, y en la cohorte 2
en diez.

10.4.3.  Parametros virolégicos.

La determinacion de la carga viral fue menor de 20 copias/mL en todos los pacientes
de las dos cohortes.

10.5. Correlacion global entre las diferentes variables analizadas:
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En las siguientes graficas de correlacion en las que se emplea el test Spearman, se
representan en color las correlaciones estadisticamente significativas (p<0,05), en
azul las que tuvieron una asociacion positiva (>0) y en naranja las que tuvieron una

asociacion negativa (<0).
En la figura 22 se representan las variables inmunoldgicas de manera global.

En la figura 23 se representan las variables inmunoldgicas relacionadas con los

linfocitos CD4+ y CD8+ de manera global.

En la figura 24 se representan las variables inmunolodgicas relacionadas con los
linfocitos CD4+ y CD8+ en la cohorte 1, donde se muestra la relacién directa de la

proporcion de CD8+ virgenes y los RTE, e inversa de los CD8+ memoria y los RTE.

La figura 25 muestra las variables inmunoldgicas relacionadas con los linfocitos CD4+
y CD8+ en la cohorte 2.
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FIGURA 22. CORRELACIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS VARIABLES ANALIZADAS SEGUN
SIGNIFICACION ESTADISTICA (TAMANO DEL CIRCULO). CORRELACION POSITIVA (AzUL),
CORRELACION NEGATIVA (NARANJA).
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FIGURA 23. CORRELACION ENTRE LINFOCITOS T SEGUN SIGNIFICACION ESTADISTICA (TAMARNO
DEL CIRCULO). CORRELACION POSITIVA (AZUL), CORRELACION NEGATIVA (NARANJA).

jo o
a o o @
Q a o 9g o 9 g 5
Qo L @5 14 S5 o
200 08 24 2ooa 24 2 QE
OO 00ES 200 aoEEsS 2 JE
O0o08xx oz SEQQQX o5 8E 85
0295995 2522098E242 59
aajaalaialaiaiaiaiaiaialialalalalaRNETE)
(CRONONOGICHOROROROGRORONONGNGNONG NG N® I i = o
CD4CD25p 0 @0 90O o0 o o0 O
CDh4CDeé9CD25p o0 @ o LI
CD4CD69DRp @ @ @ o0 o 0
CD4CD69%p @ L JL ®
CD4doble @ ® (Y ) ® o0
CD4DRCD25p @ o0 ®
CD4DRp o0 o0 O B
CD4memoria_prop @
CD4naive prop 02
CD4pos @ ® o0
CD4simple ® o0 0
CD8CD25p
CD8CD69DRp L 02
CD8CD69p
CDSDRD .. - 04
CD8memoria_prop @ o
CD8naive_prop @ 06
CD8pos @
CD8simple os
rte '

TCRalfabeta



87

FIGURA 24. COHORTE 1. CORRELACION DE LAS VARIABLES EN BASE A LINFOCITOS T SEGUN
SIGNIFICACION ESTADISTICA (TAMANO DEL CIRCULO). CORRELACION POSITIVA (AZUL),

CORRELACION NEGATIVA (NARANJA).
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FIGURA 25. COHORTE 2. CORRELACIONES ENTRE LINFOCITOS T SEGUN SIGNIFICACION
ESTADISTICA (TAMANO DEL CIiRCULO). CORRELACION POSITIVA (AZUL), CORRELACION
NEGATIVA (NARANJA).
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11.DISCUSION

En este proyecto estudiamos las diferencias desde el punto de vista clinico-
epidemioldgico e inmunolégico entre dos cohortes de pacientes VIH en seguimiento
en la provincia de Ledn, con una evolucion divergente en sus cifras de linfocitos CD4

tras el inicio del TAR.

Definimos un periodo de al menos dos afios de seguimiento con CV
indetectable porque es durante este tiempo cuando se produce la mayor recuperacion
de las cifras de CD4. Sin embargo, en la literatura, las definiciones de RID son diversas
en cuanto al numero de CD4 y al tiempo de seguimiento tras alcanzar la supresion
viral. Algunos autores establecen la RID cuando no se produce un aumento en las
cifras de CD4 durante un periodo concreto (tabla 30), y otros establecen un corte
determinado por debajo del cual, la respuesta al TAR se considera inadecuada (tabla
31). En el primer caso, el aumento en el nimero de células varia entre las 50 y 100
CD4/uL y el periodo de seguimiento se establece entre los seis y los 24 meses (Baker,
Peng, Rapkin, Krason, Reilly, Cavert, Abrams, Macarthur, et al., 2008; Batista et al.,
2015; Dronda et al., 2002; Gilson et al., 2010; Grabar et al., 2000; Gutierrez et al.,
2008; Kelly et al., 2016; Moore et al., 2008; Nakanjako et al., 2008; Nicastri et al.,
2005; Prabhakar et al., 2011a; Tan et al., 2008; Tuboi et al., 2010). Desde el otro
enfoque, los niveles de CD4 se han establecido entre las 100 y las 350 células/yL tras
iniciar el TAR y mantener una CV indetectable durante periodos de entre seis y 60
meses (Engsig et al., 2015; Falster et al., 2009; Kaufmann, 2005; Kelly et al., 2016;
Loutfy et al., 2010; Negredo et al., 2010; Pacheco et al., 2009; Sauce et al., 2011,
Taiwo et al., 2009; Takuva et al., 2014; Zoufaly et al., 2011).

La recuperacion de los CD4, aunque mayor durante los primeros meses tras
el inicio del TAR, se observa durante varios afios tras el control de la CV, pero de una
manera mucho menos pronunciada. La recuperacion de CD4 puede ser independiente
del nadir alcanzado por el paciente, aunque no en términos relativos y se ha
establecido como factor prondstico la cifra de CD4 alcanzada tras 6 meses del inicio
del TAR (Podzamczer et al.,, 2021). En una cohorte espafiola se describié como,
incluso 6 afios después del inicio del tratamiento, solo el 30% de los pacientes supero
los 350 CD4/uL y tan s6lo un 12% los 500 CD4/uL (Pacheco et al., 2009). En el caso
de la cohorte griega, el aumento de los CD4 se produjo hasta 8 afios después de

suprimir la CV, pero fueron determinantes los 4 primeros. En este trabajo, tan solo el
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24% de los pacientes normalizaron sus cifras de CD4, partiendo de un nadir menor de
200 células/uL (Pantazis et al., 2019). En el caso de nuestra cohorte, tras revisar la
situacion clinica en septiembre de 2021, seis afios después de la obtencién de
muestras, se observo que el 20% de los pacientes habian superado los 500 CD4/uL,
el 40% permanecian con cifras por debajo de 300 CD4/uL, y habia otro 40% de

pacientes que se mantenian en una zona gris, entre 300 y 500 CD4/uL.

En nuestro trabajo, la incidencia de RID fue del 4,88%, una cifra inferior a la
notificada en la mayoria de las grandes series publicadas, donde la incidencia varia
entre el 5y 36%. Excepcidn a estas cifras son los datos aportados por (Hunt, Cao,
et al., 2011) con una incidencia del 2.8%, si bien es cierto que su definicion varia y es
poco comparable a la de la mayoria de los estudios. Otro caso con una RID baja, del
4.6%, es el publicado por (Gilson et al., 2010), que establece el criterio mas restrictivo:
menos de 100 células/pL tras 6 meses de tratamiento. En cualquier caso, los datos de
incidencia son poco comparables precisamente por la variabilidad en la definicién.
Otros factores que pueden influir en esta disparidad de datos son la diferencia entre
cohortes de pacientes pretratados o virgenes de TAR, los limites en la deteccion de
la CV, menor cuanto mas modernas son las series publicadas, las comorbilidades que
tenian los pacientes, o un perfil epidemiolégico diferente. Sin dejar de lado que, con
el paso de los afios, el TAR se ha convertido en un tratamiento mas eficaz y mejor

tolerado, lo que conlleva una mejor adherencia y, por lo tanto, mejor recuperacion.

En nuestro estudio la edad media de los pacientes se acercé a los 58 afios en
la cohorte 1, y fue muy superior a la edad media registrada en la mayoria de las series.
En este caso se trataba de pacientes pretratados y en seguimiento durante un largo
periodo de tiempo que alcanzoé los 20 afios en el caso de la cohorte 1y los 17 afios
en la cohorte 2. Aunque el tiempo de CV suprimida fue menor en los pacientes con
RID, en las dos cohortes fueron periodos de tiempo mas prolongados que los
comunicados en otros trabajos, 14 afios en la cohorte 1 y nueve afos en la cohorte 2.
La edad pareci6 ser un factor relacionado con el nimero de CD4 alcanzado tras la
supresion de la CV en varios trabajos, y entre otros fendmenos, algunos autores lo
relacionaron con una menor actividad timica aunque nosotros no hayamos encontrado
diferencias en este aspecto (Kaufmann et al., 2005; Lapadula et al., 2015; Lee et al.,
2017; Loutfy et al., 2010; Piketty et al., 2000; Schacker et al., 2005; Teixeira et al.,
2001; Torti et al., 2012; Van Lelyveld et al., 2012; Viard et al., 2001).
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TABLA 30. ESTUDIOS QUE ESTABLECEN RID POR AUMENTO EN EL NUMERO DE CD4 RESPECTO

AL BASAL
Autor, afio CD4/uL CV copias/mL Tiempo TAR % RID
(Grabar etal.,, <50 <1000 12 meses 17,3
2000)

(Dronda etal, <100 <50 12 meses 16,5
2002)
(Moore etal., <50 <500 6 meses 22,6
2005)
(Nicastri etal.,, <100 <500 12 meses 15,7
2005)
(Tan et al., 2008) <50 Indetectable 6 meses 11,4
sin especificar

(Gilson etal.,, <100 <50 8 meses 4,6
2010)
(Tuboi etal., <50 <500 6 meses 19
2010)
(Baker etal.,, <50 <400 8 meses 18
2008)
(Gutierrez etal.,, <50 <500 12 meses 16,6
2008)
(Nakanjako <50 (6<200 <400 6 meses -
et al., 2008) totales)
(Batista  etal.,, <50 <50 6 meses 15,5
2015)
(Kelly etal., <100 Indetectable 6 meses -
2016) (6<350 totales)
(Prabhakar <100 células o < 47 copias. 12 meses 13,59
et al., 2011a) aumento <50%

del basal
(Piketty etal.,, <50 Reduccion > 1 15,6 13,5

1998)

log*®
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Tabla 31. Estudios que establecen RID al alcanzar cifra determinada de CD4

Autor, afno CD4 CV copias/mL Tiempo TAR % RID
(Kaufmann, <500 <1000 60 meses 9,6
2005)
(Engsig  etal., <200 <50 36 meses 20
2010)
(Zoufaly etal., <200 células <50 12 meses -
2011b)
(Hunt, Cao, <95 células <1000 6 meses 2,8
et al., 2011) (terciles)
(Falster  etal.,, <350 células <400 9 meses 28
2009)
(Loutfy etal.,, <200 células <50 12 meses 19,9
2010)
(Kelly etal., <100 Indetectable 6 meses -
2016) (6<350 totales)
(Pacheco etal.,, <250 <500 22 meses 25,4
2009)
(Taiwo etal.,, <200 <50 Mediciones 1,7
2009) trimestrales
(Negredo etal.,, <350 células <50 24 meses 40
2010)
(Prabhakar <100 células o <47 12 meses 13,59
et al., 2011a) aumento <50%

del basal
(Piketty  etal., =50 Reduccion > 1 15,6 13,5
1998) log*®
(Engsig etal.,, <200 <50 36 meses 18,9

2010)
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En esta cohorte, la proporcién de varones fue superior a la de mujeres, similar a lo
descrito en otras series. Aunque este dato esté sesgado por el predominio de varones
en la cohorte general en seguimiento en la provincia de Leon, y pudiese estarlo
también en el resto de las citas a las que se hace referencia, se describio en algunas
como un factor de riesgo (Loutfy et al., 2010; Prabhakar et al., 2011a), ya que en otra

serie fue identificado como factor protector (Lee et al., 2017).

En variables epidemioldgicas como la etnia o el consumo de téxicos en el
momento de la obtencion de muestras, no encontramos diferencias significativas entre
las dos cohortes. Si que fue mayor el consumo de drogas por via parenteral en el
pasado en los pacientes de la cohorte 1, pero sin alcanzar la significacion estadistica.
Sin embargo, el consumo previo de alcohol si fue significativamente mayor en la
cohorte de pacientes con RID. Este hecho podria explicarse porque en un entorno
social desfavorable, como es el del consumo perjudicial de alcohol, el diagnostico
podria ser mas tardio y la adherencia menor. Estos dos factores tienen un impacto
directo sobre el nadir y sobre la recuperacion posterior de las cifras de CD4. Se ha
descrito que el consumo de téxicos como el alcohol, contribuyen al aumento de
marcadores de activacién, a la translocacion bacteriana y a una menor respuesta de
las células T (Carrico et al., 2015; Valiathan et al., 2014).

La via de transmision parenteral fue mayoritaria en la cohorte 1 y la via sexual
en la cohorte 2. A pesar de que en este trabajo no encontramos diferencias
significativas, en la literatura se ha descrito la asociacion entre una mayor tasa de RID
y el consumo de drogas por via parenteral (Engsig et al., 2015). Independientemente
de que pudiese existir algun fenébmeno patogénico relacionado con la RID, de lo que
no tenemos constancia, los pacientes adictos a drogas por via parenteral tuvieron
menor adherencia, el diagnéstico fue mas tardio, accedieron menos al sistema de
salud y en general fueron diagnosticados en la década siguiente a la identificacion del
virus VIH (Dronda et al., 2002; Loutfy et al., 2010; Massanella et al., 2013; Miller et al.,
2005; Molina-Pinelo et al., 2005).

La RID es un factor de riesgo para la aparicion de eventos tanto sida como no
sida, y la evidencia es contundente al respecto (Baker et al., 2008; Baker, Peng,
Rapkin, Krason, Reilly, Cavert, Abrams, MacArthur, et al., 2008; Batista et al., 2015;
Cenderello y Maria, 2015; Engsig et al., 2010; EuroCoord, 2012b; Falster et al., 2009;
Gaardbo et al., 2012; Gilson et al., 2010; Grabar et al., 2000; Lapadula et al., 2013,
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2015; May et al., 2014; Moore et al., 2005; Nicastri et al., 2005; Pacheco et al., 2015;
Stephen et al., 2009; Zoufaly et al., 2011a):

En nuestra cohorte, no se demostrd una tasa mayor de infecciones oportunistas
o relacionadas con el VIH, posiblemente por un seguimiento menos prolongado y un
tamafno muestral reducido. Tampoco objetivamos diferencias significativas en relacion
con el antecedente de enfermedad tuberculosa, aunque si hubo una tendencia mayor,
sorprendentemente, en la cohorte 2. Si nos fijamos en las pruebas de screening de
infeccion tuberculosa, como el IGRA, resultd positivo en el pacientes con
antecedentes de la cohorte 1, y sin embargo sélo en tres pacientes de los seis que
tenian antecedentes en la cohorte 2. Este hecho resulta sorprendente dada la
sensibilidad del ensayo y de que la cohort 2 presentaba un mayor nimero de CD4.
Los IGRA reflejan la estimulacion por parte del bacilo de la tuberculosis de los linfocitos
T memoria especificos de Mycobacterium tuberculosis, sobre todo Thl (pero también
CD8), productores de INF-y. En pacientes con alteraciones marcadas de la inmunidad,
se ha descrito una anergia en los resultados de este test (Cardona, 2017),
sugiriendose que podrian podrian obtenerse mejores resultados empelando el T-
SPOTL1 TB test (T-Spot), ya que parece que se ve menos afectado por el recuento de
linfocitos CD4 (Ayubi et al., 2016; Cattamanchi et al., 2011; Huo y Peng, 2016; Ramos
etal.,, 2012; Ruan etal., 2016). Se ha notificado como la rentabilidad de los test
aumenta a medida que lo hacen los valores de CD4, y sobre todo por encima de las
100 células/uL (Parrella et al., 2015). Por este motivo se recomienda realizarlos de
nuevo una vez el paciente ha superado los 200 CD4/uL. En el caso de la lectura del
PPD, fue positiva s6lo en un paciente de cada cohorte. La reactividad de esta prueba
estd relacionada de manera inversamente proporcional con el nimero de CDA4.
Ademas, se ha descrito discordancia entre los resultados del IGRA y el PPD
(Khawcharoenporn et al., 2015; Kussen et al., 2016; Leung et al., 2016; Talati et al.,
2009). La recomendacion de las guias clinicas vigentes en cuanto a la realizacion de
las pruebas de cribado es la de solicitar el PPD cada dos o tres afios y el IGRA en el
caso de que el PPD sea negativo y/o el paciente tenga menos de 200 CD4/uL. Sin
embargo, en una parte de los pacientes incluidos en este trabajo no se disponia de
ese dato. Podria ser que no se hubiese solicitado, o que el resultado no estuviese
registrado en la historia clinica, o que se optase directamente por la realizacién del

IGRA ya que gran parte de estos pacientes pertenecen al grupo con CD4 bajos.
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La incidencia de neoplasias diagnosticadas durante la evolucion fue similar en
ambos grupos, aunque otros trabajos, con un seguimiento a largo plazo han
demostrado una incidencia mayor (Guiguet et al., 2009; Massanella et al., 2013; Shiels
et al., 2010).

Tampoco fue diferente la prevalencia de factores de riesgo o de enfermedad
cardiovascular, aunque esto también esta descrito en la literatura, y se ha relacionado
con el aumento del grosor intima-media y de una disfuncion endotelial (Ho et al., 2012;
Ssinabulya et al., 2014).

No encontramos tampoco una mayor prevalencia de enfermedad hepética,
renal u 6sea en los pacientes con una recuperacion inmune discordante, aunque todas
estas entidades se hayan descrito con mayor frecuencia en pacientes con una
recuperacion insuficiente de CD4 (Arnsten et al., 2007; Badano et al., 2019; Choi
et al., 2009).

La edad media en los dos grupos fue mayor que en otros trabajos; aun asi, se
trataba de pacientes jovenes, el tamafio de la cohorte fue reducida y el tiempo de
seguimiento limitado: seis afios desde que se seleccionaron los pacientes hasta que
reevaluamos la situacion clinica de los pacientes. Aunque la esperanza de vida en los
pacientes VIH se acerca a la de los pacientes sanos, la evidencia ha reflejado como
la mortalidad en los pacientes con RID es mayor en comparacion con los que
presentan RIA (Baker et al., 2008; Baker et al., 2015; Cenderello y de Maria, 2015;
Engsig et al., 2010; EuroCoord, 2012b; Falster et al., 2009; Gaardbo et al., 2012;
Gilson et al., 2010; Grabar et al., 2000; Lapadula et al., 2013, 2015; May et al., 2014,
Moore et al., 2005; Nicastri et al., 2005; Pacheco et al., 2015; Zoufaly et al., 2011a).

En general, una critica que podria hacerse a una gran parte de los trabajos que
inciden en estas cuestiones, es que no reflejan el momento en el que se produce la
mayor incidencia de eventos y/o muertes, si es en la fase inicial del tratamiento, como
es esperable, o tiempo después de conseguida la supresion viroldgica, cuando el peso
de las neoplasias o las enfermedades vasculares seria mayor (Kelly et al., 2016;
Zoufaly et al., 2011a).

La coinfeccion por otros microorganismos, en concreto por algunos virus, se ha
identificado como un factor implicado en la RID. En el caso de la infeccion por VHB,
en nuestra cohorte no demostramos diferencias entre ambos grupos, si bien es cierto,

gue todas fueron infecciones pasadas, con una determinacion de AgHBs negativo.
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Entre el 15 y el 30% de los pacientes VIH presenta coinfeccién por el VHC
(Massanella et al., 2013; Miller et al., 2005) y varios estudios han relacionado dicha
coinfeccién con la RID (Lapadula et al., 2015; Miller et al., 2005; Tamargo Chamorro,
2010), incluso en pacientes con respuesta al tratamiento antiviral. Una publicacion
reciente observé una discreta mejoria en la determinacion de parametros inflamatorios
en una cohorte de pacientes con respuesta viral sostenida de VHC tras el tratamiento
con peginterferon a2a y ribavirina, aunque posiblemente menor de la esperada
(Garcia-Broncano et al., 2020). En nuestro caso todos los pacientes con antecedentes
de infeccion por VHC habian sido tratados con éxito o aclarado el virus de manera
espontanea antes de la extraccion de muestras, por lo que no es posible compararlo
con series publicadas antes del uso de los antivirales de accién directa. La hepatopatia
jugaria un papel en esta circunstancia por el aumento de citoquinas inflamatorias,

sobre todo en aquellos con una infeccion no controlada (Badano et al., 2019).

Los titulos elevados de IgG para CMV se relacionaron con una respuesta
discordante (Gomez-Mora et al., 2017), pero en algunos estudios, el simple hecho de
ser seropositivos para este microorganismos contribuy6 a una menor recuperacion de
las cifras de CD4 (Goossens etal., 2002; Lichtner etal., 2015). Parece que,
independientemente de la infeccion por VIH, el CMV produce una alteracién de la
membrana del epitelio intestinal y aumenta la permeabilidad, induciendo la produccion
de IL-6 y la activacion de los linfocitos CD8. Algunos autores realizaron ensayos
administrando terapia antiviral con valganciclovir a pacientes con infeccién activa o
latente por CMV, observando tras varias semanas de tratamiento, un descenso en los
marcadores de activacion linfocitaria y mejoria en otros pardmetros como la ratio
CD4/CD8 (Hunt et al., 2011; Maidji et al., 2017). A pesar de esto, no se demostr6 que
esta estrategia tuviese repercusion en el numero de CD4. Una limitacién de estos
trabajos fue el corto periodo de seguimiento tras el inicio de la terapia. En nuestro

trabajo no demostramos diferencias entre ambas cohortes a este respecto.

El TAR es clave en la recuperacion de CD4, por lo que el tiempo de evolucién
de la enfermedad sin tratamiento contribuird, como es légico, a un mayor deterioro del
sistema inmune y a una peor recuperacion relativa posterior (Ford etal.,, 2018;
Hocqueloux et al., 2013; Jain et al.,, 2013; Kaufmann et al., 2005; Pantazis et al.,
2019). En nuestro trabajo, ningun paciente comenz6 TAR de manera precoz (cifras de

linfocitos por encima de 500 células/pL). Hay que tener en cuenta también que, a pesar
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de haber iniciado TAR afios antes, durante un primer tiempo el tratamiento no fue
efectivo para suprimir la replicacion, debido a efectos adversos o a problemas de
adherencia. Y aunque ésta no fue distinta en ambas cohortes, si tuvo repercusion en
la aparicion de resistencias en ambos grupos. Esto deja en evidencia que, aunque la
supresion de la carga viral es el factor mas importante, existen otras circunstancias

que condicionan la recuperacion del sistema inmune.

Sobre los esquemas y grupos de farmacos, en nuestro trabajo no encontramos
diferencias significativas entre ambas cohortes, ni en los esquemas recibidos
previamente, ni tampoco en los esquemas gue recibian en el momento de la obtencion
de muestras. Son muchos los trabajos que han intentado relacionar determinados
grupos de farmacos, o estos de manera individualizada, con una mejor respuesta
inmunoldgica, aunque se trata, en general, de estudios retrospectivos. Es el caso del
AZT (F. Zhang et al., 2015) o la combinacion de varios antirretrovirales, como DDI y
TDF (Barreiro y Soriano, 2006; Binquet y Chéne, 2001). En contraposicién también
hay trabajos en los que describen una recuperacion menor en pacientes con d4T, AZT
o TDF (F. Zhang et al., 2015). También hay referencias a los IP y su papel favorable
en la recuperacion inmune. El mecanismo mediante el cual este farmaco podria actuar
estaria relacionado con la disminucién de los fendmenos de apoptosis (Dronda et al.,
2002; Renaud et al., 1999; Sloand et al., 1999). EI MRV también se ha postulado como
un farmaco protector por su capacidad para revertir parcialmente el reservorio, y
dispone de varios ensayos clinicos que han obtenido resultados nulos para conseguir
un aumento en las cifras de CD4 (Lépez-Huertas et al., 2017; Wilkin et al., 2012),
modestos en la normalizacion de la ratio CD4/CD8 (Serrano-Villar, Caruana, et al.,
2017), y con resultados dispares en su impacto favorable sobre la activacion de los
linfocitos CD8 (Cillo et al., 2015; Lafeuillade et al., 2014; Lévy et al., 2020), o en una
mayor expansion (Cillo et al., 2015; Lopez-Huertas et al., 2017; Rusconi et al., 2013).
La combinacién de MRV y RAL afiadido al tratamiento estandar ha fracasado también
en este objetivo (Lafeuillade et al., 2014). Por su parte, el RAL ha sido uno de los
farmacos mas estudiados, principalmente en ensayos clinicos en los que se afiadio al
esquema TAR previo. Con este farmacos se describié por ejemplo, un aumento mas
rapido, aunque no mayor en las cifras absolutas de CD4 (Negredo et al., 2013;
Serrano-Villar et al., 2017), y en algunos trabajos incluso se ha teorizado sobre su
impacto en el reservorio y en la disminucion de la activacion del compartimento de

CD8 (Buzon et al., 2010; Massanella et al., 2012), aunque esto no ha sido confirmado
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en todas las publicaciones (Byakwaga et al., 2011; Gandhi et al., 2017; Hatano et al.,
2011). Hay que resefiar también que los esquemas terapéuticos que recibian nuestros
pacientes en el momento de la seleccion son en general mas antiguos y en un niumero
importante, atipicos, con una alta tasa de IP. Actualmente predomina el uso de los Il
en doble o triple terapia por sus ventajas sobre tolerabilidad, interacciones,

manteniendo una eficacia similar.

La carga viral es clave para obtener una recuperacion inmunologica adecuada.
La determinacion de ésta al diagnostico, y su relacion con la mejoria de las cifras de
CD4 ha sido variable en otros trabajos. Los pacientes que presentaron un menor
namero de copias antes de iniciar TAR, tuvieron una mayor tasa de RID en algunos
trabajos. La teoria que plantean estos autores es que los niveles elevados de CV se
relacionarian con un mayor secuestro de linfocitos en érganos linfoides, y tras la
supresion, se podria recuperar los valores de CD4+ (Florence et al., 2003; Stirrup
etal.,, 2018; Van Lelyveld etal., 2012). Sin embargo, también hay estudios que
presentaron resultados opuestos, y relacionaron una menor CV con una mayor tasa
de recuperacion. A priori, este segundo escenario podria tener una explicacion basada
en que cifras muy elevadas de manera persistente de CV, traducen la imposibilidad
del sistema inmune para controlar la replicacion y también se podrian relacionar con
un agotamiento de las células que lo componen, limitando su funcion. (Chehimi et al.,
2007; Roul et al., 2018). En cualquier caso, los limites de deteccion entre los trabajos
difirieron, lo que dificulté la comparacion de los resultados. Nuestros datos sobre la
CV al diagnostico fueron limitados, y aunque no hubo diferencias, no pudimos extraer

conclusiones en este sentido.

Las cifras de CD4 antes del inicio de tratamiento fue determinante en muchos
estudios sobre RID. Cuando el TAR se inici6 con un numero de CD4 menor de 200
células/uL se consiguié una recuperacion solo en el 27% de los pacientes, mientras
gue con cifras de CD4 mayores, la recuperacion se consiguié hasta en el 77% de los
casos (Kaufmann, 2005; Loutfy et al., 2010; Prabhakar et al., 2011b; Roul et al., 2018;
Stirrup et al., 2018; Torti et al., 2012). En nuestro trabajo, la cifra de CD4 al diagndstico
es mayor en la cohorte 1, pero dado que solo se dispuso de este dato en un namero

limitado de pacientes, tampoco podemos extraer conclusiones fiables.

A pesar de partir de una cifra de CD4 al diagndstico mayor en la cohorte 1

(aunque en ambos grupos por debajo de 200 células/pL), el nadir fue menor en este
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grupo, lo que tuvo un impacto determinante en una peor recuperacion, ya que es un
parametro fundamental como predictor independiente de recuperacion inmune en la
infeccion por VIH, y a su vez, esta condicionado por otros factores relacionados con
la activacion del sistema inmune en este escenario de enfermedad avanzada (Casotti
et al., 2011; Goossens et al., 2002; Julg et al., 2012; Kaufmann, 2005; E. Negredo
et al., 2010; Prabhakar et al., 2011b; Van Lelyveld et al., 2012). En los pacientes de
nuestra cohorte 1, el tiempo de seguimiento fue menor, aunque en general en un rango
muy superior al de otros estudios (Casotti et al., 2011; Goossens et al., 2002; Julg
et al.,, 2012; Kaufmann, 2005; Negredo et al., 2010; Prabhakar et al., 2011b; Van
Lelyveld et al., 2012).

Los linfocitos CD8 sufren una expansion durante la infeccién aguda por VIH y
se mantienen elevados durante la fase cronica, respondiendo mas lentamente al inicio
del TAR que los CD4. Los valores elevados de estas células y una mayor activacion
inmunitaria (CD38+ y DR+) meses después de haber iniciado tratamiento, se han
relacionado con RID y una mayor mortalidad (Hunt, Cao, et al., 2011; Trickey et al.,
2017). A nivel funcional son linfocitos con un perfil envejecido y por lo tanto menos
eficaces, y su fenotipo y expansion influye en la deplecion de células CD4, la fibrosis
ganglionar que dificulta la presentacion de antigenos y el agotamiento de las células
colaboradoras Treg (Warren et al., 2019). En nuestro caso, los linfocitos CD8 fueron
mayores comparativamente que los CD4, aunque proporcionalmente el nimero de
estos fue menos elevado en la cohorte 2, con un impacto menor en la ratio CD4/CD8.
En cuanto a la activacion de estas células, los marcadores no se manifestaron de
manera distinta, y en la mayoria no fue valorable, por no alcanzar un porcentaje

minimo de células marcadas.

La ratio CD4/CD8 se ha postulado durante los ultimos afios como un parametro
gue media de una forma indirecta la situacion del sistema inmunoldgico. Nuestros
resultados arrojan una correlacion inversa entre la ratio y los niveles de IgG, aunque
los valores de esta inmunoglobulina no difieren en ambas cohortes de manera
significativa. Como se describié previamente, una ratio baja o invertida de CD4/CD8
se ha identificado con un mayor estado de activacion inmunolégica y un aumento en
parametros relacionados con el envejecimiento: mayor proporcion de células
expresando CD282, CD57, kinurenina o triptéfano (Bruno et al., 2017; Deeks et al.,
2013; Hoenigl et al., 2016; Rosado-Sanchez et al., 2017; Roul et al., 2018; Serrano-
Villar et al., 2016; Serrano-Villar, Moreno, et al., 2014). La normalizacion del cociente
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fue poco habitual en pacientes con RID que habian sufrido interrupciones del TAR
(Seng et al., 2015). Por el contrario, el inicio de TAR durante la infeccion aguda
consiguié una normalizacion de la ratio hasta en el 84% de los pacientes (Hoenigl
et al., 2016; V. Leung et al., 2013; Saracino et al., 2014; Torti et al., 2012). Se han
publicado estudios observacionales que intentaron determinar si algin esquema de
TAR era superior. Los inhibidores de la integrasa tuvieron el mayor beneficio a este
respecto en comparacion con los no analogos o los inhibidores de la proteasa (Caby
et al., 2017; De Salvador-Guillouét et al., 2015; Masia et al., 2016; Serrano-Villar,
Zhou, et al., 2017). Otros factores se relacionaron con la inversién del cociente, y son
comunes con los implicados en la RID. En un estudio antiguo realizado en individuos
sanos, se llevo a cabo una descripcion de los valores normales de CD4, CD8 y de la
ratio CD4/CD8, y se observo que la edad influyé como un factor independiente en
estos resultados (Amadori et al., 1995). El nadir de CD4, o los valores de estos
linfocitos previos al inicio del TAR, los niveles de CV o haber iniciado TAR en la época
de la monoterapia y la biterapia, asi como las infecciones crénica por CMV o VEB
también se relacionaron con una inversion del cociente (Caby et al., 2016; Torti et al.,
2012).

Nuestro estudio si demostr6 diferencias en la ratio CD4/CD8 entre ambas
cohortes, y la mayoria de los pacientes con respuesta adecuada normalizaron el
cociente, aunque no pudimos identificar diferencias clinicas entre los grupos. En los
estudios publicados, los pacientes con una ratio CD4/CD8 tuvieron una peor respuesta
a la inmunizacion, por una menor produccién de IL-2 e IL-6 (Appay y Sauce, 2008;
Fuster et al., 2016) asi como una mayor tasa de eventos no SIDA, deterioro del filtrado
glomerular, variacion en el cociente intima/media y aumento en las alteraciones
metabdlicas (Mussini et al., 2015; Roul et al., 2018), o la incidencia de neoplasias
(Cervero etal., 2016; Han etal., 2018; Serrano-Villar, Pérez-Elias, etal., 2014;
Serrano-Villar, Sainz, et al., 2014). Aunque no en todos los trabajos se ha demostrado,
también existe una tendencia a una mayor mortalidad por eventos SIDA en este grupo

de pacientes (Trickey et al., 2017).

Respecto a otras células del hemograma, especial mencién a los basdfilos,
componentes de la inmunidad innata, y células que, segun trabajos recientes, también
podrian ser infectadas por el VIH, e incluso, actuar como reservorio. Parece que,

aunque el numero de basadfilos se mantiene estable a lo largo de la infeccion (Marone
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etal.,, 2016), en nuestro trabajo existen diferencias significativas entre ambas
cohortes, y en el grupo de RID su numero es mayor que en el grupo de RIA. En una
situacion de infeccidbn avanzada, podria aumentar este compartimento, pero sin

embargo es dificil de explicar después de varios afios de CV indetectable.

En los individuos con infeccion por VIH no controlada, es habitual detectar una
hipergammaglobulinemia que se normaliza tras el inicio del TAR. En estos pacientes,
ademas del aumento en la produccién de inmunoglobulinas y la disminucién en la
respuesta a antigenos, se ha descrito la expansion de células B a nivel ganglionar, y
a nivel periférico el predominio de un fenotipo inmaduro, y se ha relacionado a su vez,
con mayor incidencia de neoplasias linfoides en estos pacientes (Moir y Fauci, 2008).
En nuestro trabajo, todos los pacientes tuvieron un control adecuado de la replicacién
viral y no se demostraron diferencias en la produccion de inmunoglobulinas. Si que
hubo diferencias estadisticamente significativas en el numero de linfocitos B, que
resulté mayor en la cohorte 2, es decir, en el grupo de pacientes con una repuesta
favorable al TAR. A pesar de esto, no se pudieron detectar diferencias en la respuesta
a la infecciébn. En nuestro caso no se valoraron los fenotipos inmaduros ni de

activacion de las células B.

En el presente estudio se observo una disminucion de linfocitos CD4 virgenes
en la cohorte de RID. Esto concuerda con resultados de publicaciones previas
describiendo, al comparar individuos sin TAR o con RID, con otros sanos o con RIA,
de manera constante una disminucion en los valores absolutos de CD4 virgenes y un
aumento en el numero de los CD4 con fenotipo memoria efectoras, pero con una
reduccion cuantitativa en el subconjunto de células de memoria central, presentando
un aumento en de marcadores de senescencia como CD57+, y una tasa de muerte
celular aumentada (Marziali et al., 2006; Massanella et al., 2015; Méndez-Lagares
et al., 2012; Rallén et al., 2013; Robbins et al., 2009; Saxena et al., 2016). Esto tiene
importancia, entre otras razones, porque los linfocitos de memoria son parte
importante del reservorio (Lee et al.,, 2020). No esta establecido cuél es el nUmero
absoluto de células de memoria y virgenes en individuos sanos, pero en nuestro
trabajo, el nimero de células absolutas fue menor tanto en el subconjunto de memoria
como en el de CD4 virgenes. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion de estos compartimentos, como tampoco se
encontraron en otros trabajos, aunque si se encontr6 un porcentaje de células

virgenes mayor en el compartimento de CD4 virgenes en la cohorte 1 respecto a la 2,
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y al revés en el compartimento memoria, y que es concordante con lo publicado hasta
la fecha. En el caso de los CD8, también se ha descrito un aumento en el
compartimento de memoria efectora, pero no en los linfocitos T virgenes o de memoria
central. Nuestros datos mostraron unos valores absolutos de CD8 virgenes y memoria
en la cohorte 1 menores también que en la cohorte 2, pero, si se observan en su
conjunto, los linfocitos CD8 virgenes estan en un niumero proporcionalmente mucho
mayor que los CD8 memoria. En otros estudios, estos cambios, se han objetivado no
s6lo en pacientes con RID, sino también en pacientes con un inicio mas precoz del
TAR (>350 células CD4) y con RIA, al menos a nivel de CD4 (Rudy et al., 2015). Sin
embargo, si es cierto, que incluso en pacientes con un inicio muy precoz del TAR,
hasta menos a 3 semanas tras la adquisicién de la infeccion, los marcadores de
translocacion bacteriana, inflamacion (IL-6), disminucion de la produccion timica y la
fibrosis siguen siendo mayores a los estudiados en poblacion sana. Todos estos
factores intervienen en la homeostasis de la célula T, que también se ve afectada por

una replicacion viral persistente (Hunt et al., 2016; Rallon et al., 2013).

En estos pacientes se ha estudiado también el estado de activacion de linfocitos
CD4 y CD8, que suele ser mayor que en los pacientes sanos y también mayor que en
pacientes con RIA. Los marcadores de activacion empleados varian entre los distintos
trabajos y a veces se utilizan de manera individualizada, determinando activacion
celular con un solo marcador. Esto puede sesgar los resultados, ya que por ejemplo,
el HLA DR, uno de los mas utilizados junto con CD38+, puede estar presente hasta
en el 40% de las células T (Fogli et al., 2004). La inflamacion sistémica que afecta a
los pacientes VIH y la activacion linfocitaria es una de las vias de agotamiento de CD4.
Aungue hay publicaciones en las que se describe una reversion de este estado de
activacion, la mayoria de los datos en pacientes VIH con RID dejaron de manifiesto la
persistencia de la activacion linfocitaria a pesar de una viremia, a priori, controlada
(Fernandez, Rosenow, et al., 2006). Aunque este sentido, la CV residual, que también
se ha relacionado con la RID, tendria un papel importante en este escenario. Esto es
asi en los datos que presentamos donde objetivamos que los linfocitos CD4 activados
(DR+/CD25+ y CD69+/DR+) fueron significativamente superiores en la cohorte 1. Este
estado de activacion no se observo en los linfocitos CD8 de nuestros pacientes con

RID, pero si hay autores que han relacionado la activacién CD8 con la recuperacion
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de los linfocitos CD4 (Hunt, Cao, et al., 2011; Nakanjako et al., 2011; X. Zhang et al.,
2013).

Los linfocitos RTE, que pertenecen al compartimento de CD4 virgenes, tendrian
un papel en la patogenia de la deplecion de CDA4. Diferentes trabajos han planteado
la importancia del volumen del timo medido por tomografia como predictor de
recuperacion de células T tras la infeccion, observando un tamafio mayor en los
pacientes con RIA (De La Rosa et al., 2002; Rb-Silva et al., 2019; Rosado-Sanchez
et al., 2016; Ruiz-Mateos et al., 2003). Directamente relacionado con esto, estan los
trabajos que identifican la edad del paciente con la regresion del timo como 6rgano de
produccion de este subtipo celular. En nuestro caso no se encontramos diferencias
entre las dos cohortes estudiadas. Esto podria estar relacionado con el tamafio de la
muestra, o0 bien, este factor podria tener menos peso que otros en la recuperacion.
Esto explicaria que los RTE se mantuviesen en ambos grupos en valores similares,

pero los CD4 virgenes totales estuviesen disminuidos en los pacientes con RID.

Se ha descrito el papel de los diferentes subtipos funcionales de linfocitos T
helper implicados en las fases iniciales de la infeccion. En nuestro estudio
investigamos si habia diferencias en los distintos tipos funcionales de linfocitos T
helper entre los pacientes con RID y RIA. S6lo observamos diferencias significativas
entre las dos cohortes en las Treg, siendo mayor el nimero de estas células entre los
pacientes con RID, como corresponde a la evidencia publicada. Las Treg (CD25 high
Fox P3), inducen tolerancia a autoantigenos y limitan la activacion inmune, también la
respuesta antiviral. Estan aumentadas en los pacientes con RID y su ndmero
directamente relacionado con el nadir de CD4 (Horta et al., 2013; Rosado-Sanchez
et al., 2018; Saison et al., 2014; Sauce et al., 2011a). Ademas, su homeostasis se ve
afectada también por la coinfeccién por el VHC (Gonzalez et al., 2009), por lo que
cabe recordar que ningun paciente de las cohortes tuvo una CV VHC detectable en el
momento de la recogida de muestras. En nuestro caso, los valores de Treg se
correlacionaron con la edad del paciente, el tiempo de evolucidn de la infeccidn, y con
un menor tiempo de TAR continuo. En cambio, no se pudo demostrar que existiese
asociacion con un menor grado de activacién, y dado que la funcion de estas células
es precisamente el control de la activacion en otras poblaciones, es probable que sean
funcionalmente menos activas o incapaces de bloquear el estado de hiperactivacion

de los pacientes con RID.
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Las Thl7, aumentan inicialmente como respuesta a la infeccion (Rosado-
Sanchez et al., 2018), pero ya en fases iniciales sufren una descenso marcado, que
se relacionara con la RID y la progresion de la enfermedad. Sin embargo, con el inicio
de TAR precoz, se ha descrito una recuperacion completa en este compartimento
(Schuetz et al., 2014). Son células cruciales en la defensa de las mucosas a través de
la produccion de IL-17. Durante la infeccion por VIH su agotamiento favorece la
translocacion bacteriana (Rosado-Sanchez et al., 2018). Estas células se infectan de
manera preferente, pues comparten con las células Treg el receptor CCR6 que las
hace mas susceptibles a la infeccibn. En nuestro trabajo, las células Thl7 se
correlacionaron con el tiempo de evolucion de la enfermedad y de manera inversa con
el nadir de CDA4.

No se encontrd correlacién en los valores de Thl frente a determinados tipos
de infeccion como la tuberculosis, ni con la fagocitosis o la citotoxicidad NK. Tampoco
la hubo entre los Th2 y los valores de linfocitos B y las diferentes clases y subclases
de inmunoglobulinas. Tampoco se observé en ninguna de las cohortes un aumento
de linfocitos T gamma-delta, con frecuencia aumentados en pacientes con infeccion
por Mycobacterium tuberculosis, y que reconocen de forma HLA no restringida a
moléculas lipidicas de las micobacterias. Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas entre las dos cohortes en el caso del TCR alfa-beta, con un porcentaje
mayor en la cohorte 1. Pero puesto que en la cohorte 2 la suma de los linfocitos T
expresando TCR alfa-beta o0 gamma-delta no fue del 100% de los linfocitos, estos
resultados se deben a un error metodoldgico, ya sea de marcaje celular o al gateo
incorrecto en el momento de interpretar los datos en el citbmetro. Hasta donde se sabe
actualmente, no estan descritas poblaciones de linfocitos T definidos como

CD45+CD3+ que no expresen TCR alfa-beta 0 gamma delta.

Los fagocitos contribuyen al mantenimiento de la activacion e inflamacion
persistente en pacientes VIH. Producen citoquinas inflamatorias y aumentan las
moléculas de adhesién en superficie. A pesar de esto, tanto neutrofilos como
monocitos tienen alteraciones en el esqueleto de actina y como consecuencia, en la
guimiotaxis (Younas etal.,, 2016). En la cohorte estudiada por nosotros, no
observamos ninguna diferencia significativa en la capacidad de fagocitosis de los
neutroéfilos, ni el nimero ni en la intensidad. Al igual que en nuestro trabajo, otros

autores no han observado cambios en la funcion fagocitica, pero si hay publicaciones
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gue han identificado defectos de fagocitosis en pacientes con mal control
inmunolégico (Chen et al., 1993; Flg et al., 1994; Robert et al., 2010), que podrian ser
reversibles tras la administracién de IL-1 (Mastroianni et al., 2000).

Sin embargo, si hemos identificado en nuestro estudio cambios en la fagocitosis
de los monocitos. En la cohorte 1, se observé un aumento de monocitos con capacidad
de fagocitosis en comparacion con la cohorte 2. Los resultados publicados sobre
disfuncién en monocitos son, en general, menos claros que los referidos a otros

compartimentos del sistema inmune (Younas et al., 2016).

Multiples estudios han dejado en evidencia el deterioro de la citotoxicidad NK
en los pacientes VIH, en concreto en aquellos pacientes con RID. También en el
namero absoluto de células NK. El significado clinico de este hecho no es conocido.
Por ejemplo, en el caso de los controladores élite, se ha visto que la funcion de las
células NK se mantiene en niveles mas cercanos a la normalidad. Tiene sentido que
el nivel de activacion de estas células, como ocurre en el resto del sistema inmune, se
haya relacionado inversamente con los valores de CD4 en pacientes sin tratamiento
antirretroviral y de manera directa con su actividad citolitica, estado que no parece
normalizarse a pesar del inicio de TAR (Lichtfuss et al., 2012; Parato et al., 2002).
Ademas, se observd una peor respuesta a la estimulacién por citoquinas y una menor
produccién de INF que podria contribuir a un aumento en el nimero de infecciones y
de tumores a largo plazo (Bayigga et al., 2014; Giuliani etal., 2017). En nuestro
estudio, los pacientes con RID tuvieron una actividad citotoxica claramente menor que
los pacientes con RIA, y aunque mejoré tras afadir IL-2, no alcanzé los niveles de la
actividad basal que consiguieron los pacientes de la cohorte 2. Si bien esta
disminucién de citotoxicidad NK esta en relacion con una disminucion en el numero
absoluto de NK en esta cohorte, el hecho de que no pueda ser rescatada por la

activacion con IL-2 sugiere ademas un estado disfuncional.
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12.LIMITACIONES

El tamafio de la muestra, muy reducida es una limitacién fundamental a la hora de
extrapolar resultados a otras poblaciones. También el hecho de haberse limitado a un
area geografica con un tipo de pacientes de perfil concreto. Sin embargo, cada
paciente de este estudio esta estudiado exhaustivamente desde un punto de vista
inmunoldégico, y previamente seleccionado con unos criterios mas estrictos que en

muchos de los trabajos que nos preceden.

Por otra parte, el seguimiento tan prolongado de los pacientes condiciona que no
dispongamos de los datos relacionados con el momento del diagnéstico, sesgando

parte de los resultados obtenidos.

Para el estudio la cohorte de pacientes con RIA fue el grupo control de los
pacientes discordantes. Ademas, contabamos con 1 control sano en cada ensayo
realizado. Sin embargo, disponer una cohorte de pacientes sanos podria aportar datos

sobre la normalizacion de ciertos parametros inmunoldgicos.

Por otra parte, los estudios funcionales deben ser realizados en fresco,
manipulando las células lo antes posible tras la obtencién de la muestra, lo que limita
el tiempo durante el que se pueden trabajar las muestras. Esto limita a su vez la

cantidad de estudios que se pueden realizar por paciente.

Por supuesto, no se han utilizado todos los marcadores disponibles para la maxima

caracterizacion funcional de los linfocitos.

Como en los estudios previamente referenciados, los resultados de nuestro trabajo
no son suficientes para determinar si estos son causa o consecuencia de la linfopenia

CD4 de estos pacientes.
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13.CONCLUSIONES

1. La prevalencia de la RID en nuestro estudio fue menor que la referida en la
mayoria de los trabajos publicados. Este dato debe ser valorado con cautela

dado que no existen unos criterios precisos que definan esta entidad.

2. Eltiempo de CV suprimida fue un factor determinante para diferenciar ambas
cohortes. La recuperacion inmune se observa durante muchos afios, aunque

siga siendo en menor medida.

3. El consumo previo de alcohol fue significativamente mayor en los pacientes
con RID. Esto y el contexto social pudieron influir en otros factores

determinantes para la recuperacion inmune.

4. No se demostraron diferencias significativas en la incidencia de eventos,

relacionados o no con sida, ni en la mortalidad.

5. Enlos pacientes con RID se objetivo una disminucion significativa en valores
absolutos de neutrofilos y basoéfilos en comparacion con los pacientes con

respuesta inmune adecuada.

6. Los pacientes con RID presentaron, ademas, una disminucion en los valores
absolutos de otras poblaciones linfocitarias (linfocitos T CD8+, linfocitos B,
células NK) en comparacién con los pacientes con RIA. En conjunto, estos

datos reflejan una afectacion trasversal del sistema inmune.

7. Desde un punto de vista funcional, en el compartimento de los linfocitos T de
los pacientes con RID se observé un aumento de linfocitos Treg, una mayor
activacion de los linfocitos T CD4+ y una disminucién de los linfocitos CD4+
virgenes, sin diferencias en los valores de RTE. Todos estos hallazgos

pueden estar involucrados en la fisiopatologia de la RID.

8. Se encontraron diferencias significativas en la capacidad de fagocitosis de

los monocitos, siendo mayor en los pacientes con RID.
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9. La citotoxicidad NK se vio significativamente disminuida en la cohorte de
pacientes con RID en relacion con los pacientes con RIA. La adiccion de IL-
2 no fue capaz de restaurar la capacidad citotoxica de las células NK hasta
los niveles observados en los pacientes con RIA. Estos datos sugieren que,
ademas de un defecto cuantitativo, las células NK de los pacientes con RID

presentan un blogueo funcional.

10. El pequefio tamafio de la muestra podria influir en los resultados obtenidos.
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14. ANEXOS

ANEXO I: consentimiento informado.

HOJA DE INFORMACION AL SUJETO PARTICIPANTE. SOLICITUD DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: “Respuesta inmunoldgica discordante. Factores

epidemiolégicos e inmunolégicos implicados y evolucion clinica”.
INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion sobre el Virus
de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) en el que se le invita a participar. Por ello,
queremos proporcionarle la informacion correcta y suficiente para que pueda valorar
si desea 0 no participar en el estudio. Lea con atencion esta hoja informativa y
nosotros le aclararemos cualquier duda que le pueda surgir. El estudio cuenta con la
aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica del Complejo Asistencial

Universitario de Ledn y del Hospital El Bierzo.

En primer lugar, queremos que sepa que su participacion (o la de su familiar a su
cargo) es voluntaria. Puede llevarse este documento a su casa para leerlo con mas
detenimiento y consultarlo con otras personas para decidir si desea participar en €l o
no. Si decide que no quiere participar, no se preocupe, esto no repercutira de ninguna
manera en la atencidn que todos los profesionales del Hospital le prestaremos. Por el
contrario, si decide participar, sepa que puede retirarse de él cuando quieray sin tener

que dar explicaciones a nadie.

FINALIDAD DEL ESTUDIO

El grupo de médicos que solicita su participacion estd formado por médicos del
Hospital Universitario de Ledn y el Hospital El Bierzo, procedentes de diferentes
especialidades (Internistas, Inmundlogos, Farmacéuticos) que, trabajando de forma
coordinada, pretende profundizar en el conocimiento de los mecanismos
inmunologicos que median en la recuperacion inmunoldgica (recuperacion de
linfocitos CD4) en el VIH. El VIH produce en el ser humano fundamentalmente una

inmunodeficiencia severa, que predispone a la aparicion de determinadas infecciones
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y tumores. Gracias a los avances en el tratamiento antirretroviral (TARGA), se ha
conseguido que los pacientes infectados por este virus recuperen en namero y funcion
las células de las defensas (linfocitos CD4). Sin embargo, determinados pacientes no
consiguen normalizar estas cifras, repercutiendo segun algunos estudios en la
aparicion de algunas enfermedades durante la evoluciéon de la enfermedad. Nos
preguntamos qué factores influyen en esta respuesta al TARGA. Conociéndolos

podriamos prevenir e instaurar medidas para evitarlo.

¢POR QUE ME OFRECEN PARTICIPAR A MI?

La seleccion de las personas invitadas a participar depende de unos estrictos criterios
gue estan detallados en el protocolo de la investigacion. Estos criterios sirven para
seleccionar a la poblacion que mejor podria responder a los objetivos planteados en
la investigacion. Usted esta invitado a participar porque cumple con esos requisitos.

Se espera que participen en esta investigacion 30 personas.

¢EN QUE CONSISTE MI PARTICIPACION?

Para el diagnéstico de su enfermedad el médico que le atiende solicitara una serie de
estudios que incluyen pruebas analiticas. Le pedimos que nos autorice, con fines de
investigacion, a utilizar el material biol6gico de esos estudios que se practican de
forma rutinaria en pacientes con la enfermedad que Vd. padece (muestras de sangre,
ADN, etc.), asi como muestras adicionales de sangres que se obtendrian durante la
misma extraccion que las anteriores. Las muestras seran conservadas de forma
anonima en el laboratorio de Inmunologia del Complejo Hospitalario Universitario de
Ledn hasta la finalizacion del estudio y destruidas posteriormente a la finalizacion del

mismo.

El hecho de participar en el estudio no supone para Vd riesgo adicional alguno.

BENEFICIOS
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Es posible que este estudio no reporte beneficios directos para usted en el momento
actual. La investigacion pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros
sobre su enfermedad. Sin embargo, los resultados que obtengamos pueden
ayudarnos a mejorar de forma significativa nuestros conocimientos sobre el VIH. Esto
podria ayudarnos en un futuro a mejorar nuestra capacidad para tratar mejor esta

enfermedad.

Usted tendra acceso, si lo desea, a los resultados obtenidos al finalizar el estudio,
inicialmente en el plazo de aproximadamente 18 meses. Los miembros del equipo

investigador le explicaran de la forma mas clara posible las conclusiones obtenidas.

CONFIDENCIALIDAD

Su identidad personal sera disociada de las muestras que usted aporte para el estudio
mediante la adjudicacion de un cédigo numérico, de tal forma que solo los médicos
que le prestan atencion directa la conoceran. El tratamiento, la comunicacion y la
cesion de datos de caracter personal se ajusta a lo dispuesto en la Ley de Proteccion
de Datos (Ley Orgéanica 15/1999 de 13 de diciembre). En todo momento Vd. Podra

acceder a sus datos, a modificarlos o a cancelarlos.

Los resultados del estudio podran ser comunicados en Reuniones y Publicaciones
Cientificas, manteniéndose siempre una estricta confidencialidad sobre la identidad

de los pacientes participantes.

COSTES

En este estudio no se contempla ninguna compensacion economica para los
participantes. Del mismo modo, todas las pruebas a realizar, asi como cualquier
consulta que desee realizar al médico sobre el objeto de la investigacion seran

gratuitas, no tendran coste alguno para usted. Los investigadores que estan a cargo
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de este proyecto no reciben tampoco compensacion econdémica alguna por realizar

este estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Si tras leer detenidamente esta informacion y recibir las oportunas aclaraciones a
todas las preguntas que pueda formular decide participar en el estudio debera firmar
el presente documento. Tanto si decide hacerlo como si no le interesa participar,

muchas gracias por su colaboracion.

(0 T , con DNI numero
........................ , declaro haber leido y entendido la informacion que se me ha

presentado y de la que se me entrega una copia.

@] 14T 1 (enfermo, padre,
madre o responsable legal, sefiale lo que proceda) DOY MI CONSENTIMIENTO
voluntariamente para la utilizacion de las muestras de sangre, exclusivamente para

los fines de investigacion anteriormente citados.

T Yo T o TR T

Fdo:
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