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DATOS DEL CENTRO

El presente Trabajo Final de Grado se ha desarrollado gracias a los estudios realizados
por el Grupo de Investigacion en Infeccién e Inmunidad (INIM), liderado por el Profesor
Francesc Vidal Marsal. El INIM pertenece al Instituto de Investigacion Sanitaria Pere
Virgili (IISPV), creado en colaboracién cientifica interinstitucional entre el Instituto
Catalan de la Salud (Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIII, Hospital de Tostosa,
Verge de la Cinta), el Hospital Universitari Sant Joan de Reus, el Instituto Pere Mata y

la Universidad Rovira Virgili.

El Grupo de Investigacion en Infeccién e Inmunidad fue creado en 1995 en el Hospital
Universitari de Tarragona Joan XXIIl, y actualmente tiene su laboratorio de investigaciéon
en el Edificio Modular de Docencia i Recerca de dicho hospital. INIM se encarga de la
investigacion clinica y bésica del Servicio de Medicina Interna, ademas de ser uno de
los grupos lideres de la Red Espafiola de Investigacién en SIDA (RIS) al cual se uni6 en
2003.

INIM es un grupo de investigacién mixto, constituido por personal cualificado para el
desarrollo de investigacion basica, traslacional, clinica y epidemiolégica en relacion con
el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y las infecciones nocosomiales. A su
vez, colabora con el Centro de Ciencias Omicas (COS) de la Universidad, operador
cientifico en el mundo de las tecnologias 6micas, donde se desarrollan estudios

metabolémicos, protedbmicos, genémicos y transcriptémicos, entre otros (1,2).
Las principales lineas de investigacion del INIM son las siguientes:

e Inmunogenética e inmunopatogenia de la infeccion por el VIH. Identificacion de
los mecanismos del hospedador que regulan la progresién de la infeccion y
estudio de determinantes biol6gicos que modulan la respuesta virolégica e
inmunoldgica al tratamiento antirretroviral.

e Farmacogenética y toxicogenética del tratamiento antirretroviral. Evaluacion de
la eficacia y seguridad de farmacos antirretrovirales. Estudio de los
determinantes genéticos que modulan la respuesta viroldgica e inmunolégica al
tratamiento antirretroviral. Mecanismos de toxicidad.

e Coinfeccion VHC-VIH. Estudios epidemiologicos de la prevalencia de
coinfeccion VHC-VIH. Estudios clinicos, genéticos y moleculares de la eficacia y
seguridad del tratamiento de la coinfeccion por VHC en pacientes infectados por

el VIH. Estudio de cuasiespecies virales.



e Estudios epidemioldgicos y clinicos de la infeccion por VIH. La infeccion por VIH
en poblacion de edad avanzada. La infeccion por VIH en diferentes poblaciones.
Infecciones oportunistas y no oportunistas en VIH.

¢ Innovacion del tratamiento antirretroviral. Estudio de resistencias, optimizacion y
simplificacion del tratamiento y nuevas estrategias terapéuticas.

e Enfermedades infecciosas. Estudio de las bacteriemias, endocarditis infecciosa,

espondilodiscitis e infeccion nocosomial (VINCat).

RESUMEN

Un reducido porcentaje de los pacientes con VIH tiene la capacidad de controlar el virus
espontdneamente en ausencia de la terapia antirretroviral, los denominados
controladores de élite (ECs). Sin embargo, los pacientes controladores de élite pueden
no mantener este control permanentemente, y el desencadenante de este fenémeno es
aun desconocido. Es por ello que actualmente se estudian las vias mecanisticas que
puedan estar implicadas en este proceso, tanto en el de poder tener un control sobre el

virus, como en el de repentinamente perderlo.

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar un perfil distintivo de estos
caracteristicos pacientes a través de analisis metabolémicos y lipidémicos, mediante los
que se pretende identificar potenciales marcadores biol6gicos. Para llevar a cabo este
proceso, se realizé un estudio metabolémico y lipidémico en muestras de plasma de 46

pacientes ECs, entre los cuales se clasifican 3 fenotipos diferentes.

En base a los resultados metabolémicos, se determinaron 8 metabolitos
estadisticamente significativos entre los 3 fenotipos de estudio, los cuales permitieron
generar un posible perfil metabolémico asociado a cada uno de los grupos de ECs a
causa de su implicacion en diversas rutas metabdlicas. El andlisis lipidémico revel6 4
lipidos estadisticamente significativos, todos ellos de la familia de los triglicéridos. La
combinacién de las hipétesis planteadas en torno a los dos andlisis sustenta la
posibilidad de determinar un perfil distintivo de los 3 fenotipos de pacientes ECs en
funcion de las alteraciones que puedan mostrar en sus respectivas vias mecanisticas.
De hecho, se consiguio asociar una actividad reducida de glucdlisis a los controladores
de élite que en todo su seguimiento mantienen el control tanto virolégico como
inmunoldgico, mientras que los pacientes que han dejado de ser ECs muestran unos
niveles significativamente elevados de piruvato. Ademas, un aumento significativo de

triglicéridos aparenta estar relacionado a la repentina pérdida del control sobre el virus.
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En conclusién, este trabajo ha logrado completar los objetivos establecidos y dar
comienzo a la generacion de los perfiles metaboldmicos y lipidémicos asociados a los
diferentes tipos de ECs. Esta caracterizacion es y serd muy relevante en el
planteamiento de nuevas estrategias terapéuticas contra el VIH, pero también en la
capacidad de anticipacibn a la pérdida del control del virus en los pacientes

controladores de élite.

Palabras clave: VIH, controladores de élite, control virolégico, control inmunolégico,

metabolémica, lipidémica.

INTRODUCCION

1. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece a la familia Retroviridae,
concretamente al género Lentivirus. El genoma de los Retroviridae esta constituido por
una cadena de RNA monocatenario, y llevan a cabo su replicacion mediante el proceso
de transcripcion inversa. En funcion de las caracteristicas genéticas y diferencias en

antigenos virales, se clasifica en dos tipos, el VIH-1y el VIH-2 (3).

El VIH-1 evoluciondé a partir del virus de inmunodeficiencia de primates no humanos de
los chimpancés Centroamericanos (Pan troglodytes troglodytes) (SIV cpz). Es el tipo
mas frecuente, patogénico y de mayor incidencia, y por ende el mas estudiado; el VIH-
2 es menos patogénico y se encuentra mayoritariamente en Africa Occidental, donde se
origind a partir del virus de inmunodeficiencia de primates no humanos de mangabeys
grises (Cercocebus atys) (SIV sm). En el VIH-2, la transmision heterosexual y la
transmision vertical son menos frecuentes, asi como el desarrollo de la enfermedad (3—
5).

El VIH posee una de las tasas de letalidad mas elevadas. En el afio 2017,
aproximadamente 36.9 millones de personas vivian contagiadas de VIH, concentrando
la mayor parte de las infecciones en Africa Subsahariana (6). A pesar de que la tasa de
mortalidad ha descendido considerablemente, su incidencia continla siendo muy

elevada, y en consecuencia es objetivo de investigacion biomédica a nivel mundial (7).

La transmision de VIH puede ocurrir por diversas vias. La més frecuente es mediante
relaciones sexuales, tanto heterosexuales como homosexuales, a través de los fluidos

corporales (semen, flujo vaginal, liquido preseminal); otra de las vias es el contacto con
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sangre y hemoderivados de personas con VIH, seguido de la transmision vertical, que
puede darse por via transplacentaria, durante el parto o a través de la lactancia materna
(5,8).

Cuando la infeccidn por VIH alcanza un estadio avanzado, se desarrolla el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En este caso, los linfocitos T CD4+ alcanzan
niveles criticos, provocando un fallo del sistema inmunitario que se traduce en una
inmunodeficiencia severa, la cual conlleva al desarrollo de infecciones oportunistas y

complicaciones oncoldgicas (4).

1.1 Estructura y genoma
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Figura 1. Estructura del virion del VIH (9).

El virion del VIH tiene forma esférica, con un tamafio de aproximadamente 100nm de
diametro. Consta de una membrana externa lipidica que actia como envoltura, donde
se encuentran las glicoproteinas gpl120 y gp41, dispuestas como hetero-trimeros y
sintetizadas por el precursor de poliproteina del gen Env (gp160). La glicoproteina gp120
se sitla en la superficie de la envoltura lipidica, y tiene los elementos determinantes que
interaccionan con los receptores y correceptores. Mientras que gp4l es una
glicoproteina transmembranal que, ademas de encargarse del anclaje del complejo
gpl120/gp41 a la membrana, contiene dominios necesarios para catalizar la reaccién de

fusion de las membranas entre el virus y el huésped (3,10).

Para la formacion de las otras estructuras del virus, el gen gag (antigeno especifico de
grupo) codifica una poliproteina precursora, que es procesada por la proteasa viral
generando las proteinas de matriz, capside, nucleocapside y p6, ademas de dos

péptidos espaciadores (11).



La matriz se sitia bajo la membrana externa lipidica, y esta formada por las proteinas
pl7. La cipside es una estructura de forma cdnica localizada en el centro del virion, la
cual se forma mediante la polimerizacion de la proteina p24. Esta capside cubre la
nucleocapside, donde se encuentran dos moléculas de ARN monocatenario asociadas
no-covalentemente formando un dimero estable, las proteinas p6 y p7 y las enzimas
proteasa, transcriptasa inversa e integrasa. Estas 3 enzimas estan codificadas por el

gen pol (polimerasa), y se sintetizan mediante un precursor de poliproteina (10-13).

El genoma del VIH posee una complejidad destacable, caracteristica de los Lentivirus.
La formacion del genoma del provirus se produce mediante la transcripcion inversa del
RNA viral a DNA, la posterior degradacion del RNA y finalmente la integracion del DNA

de doble cadena al genoma humano (3).
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Figura 2. Organizacion del genoma del VIH (14).

El genoma consiste en dos copias idénticas de RNA codificante de cadena simple. Cada
copia contiene secuencias LTR (Long Terminal Repeat) en los extremos 5’y 3’y un total
de 9 genes, los cuales se clasifican en complejos estructurales y no estructurales. Entre
los primeros, se encuentran los genes gag, pol y env, encargados de codificar proteinas
esenciales para la estructura del virion; mientras que los genes vif, vpr, vpu, nef, tat y
rev corresponden a genes reguladores y accesorios. El gen tat, proteina transactivadora,
es clave en la transcripcion del LTR, y rev, regulador del splicing de RNA, es importante
en el transporte de RNA viral desde el nucleo hacia el citoplasma. Los productos de
estos genes no estructurales pueden actuar como reguladores positivos o negativos de

la transcripcién, incluso de ambas formas, y estan asociados a la inefectividad (3,13,15).



1.2 Ciclo biologico

Los ciclos biologicos de los Retroviridae presentan una gran similitud excepto en los
receptores y correceptores diana. Ademas, el VIH tiene la particularidad de infectar
células que no se dividen (7). El ciclo vital puede dividirse en dos grandes fases: la fase
temprana, desde la unién del virién a la célula huésped hasta la integracion del material
genético viral en el genoma huésped, y la fase tardia, donde ocurre la transcripcion del
genoma del virus, la sintesis de las proteinas viricas, el ensamblaje y finalmente la

liberacion de los nuevos viriones.

Estas dos fases principales se pueden subdividir en: entrada, decapsidacion,
retrotranscripcion, integracion, replicacién, ensamblaje y maduracion.
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Figura 3. Ciclo biolégico del VIH (16).
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La entrada comienza con la interaccion secuencial con el receptor CD4 y los
correceptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4. El receptor CD4 se encuentra
principalmente en los linfocitos T CD4+, pero también en macréfagos y células
dendriticas (16).

En cuanto a los correceptores de quimiocinas, aunque existan cepas duales capaces de
utilizar tanto el CCR5 como el CXCR4, generalmente las cepas de VIH presentan
tropismo por uno de los dos receptores. Las cepas R5 tropicas suelen abundar al inicio
del proceso de infeccion, mientras que las cepas con tropismo por el receptor CXCR4

prevalecen en las fases mas avanzadas (10).

La primera interaccion ocurre entre la glicoproteina de superficie gp120 y el receptor
CD4, provocando cambios conformacionales en regiones que forman el dominio de
unién de la gp120 a los receptores CCR5 y CXCRA4. Este proceso, a su vez, induce un
cambio estructural en el dominio hidrofébico de la regién N-terminal de la gp41,
encargado del anclaje a la membrana plasmatica. Dicho cambio genera un movimiento
de unién en los dominios de gp41, logrando la proximidad necesaria entre la membrana

plasmatica y viral para producir la reaccién de fusién (10,16).

A Envuelta VIH B Interaccion con CD4 y C Interaccidén con
cambio conformacional los correceptores
de la gp120

correceptor
D Liberacion del dominio E Formacion estructura
de fusién y anclaje en las 6-hélices. Fusion de

membranas viral y celular las membranas

Exposicion
del dominio
de fusion

Figura 4. Entrada del VIH en la célula huésped (16).
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A continuacion, ocurre la decapsidacion, durante la cual el genoma viral se libera tras
el desensamblaje de las proteinas de la capside. La decapsidacion ocurre en la
envoltura nuclear durante el importe nuclear, y es crucial para el proceso de infeccion.
No solo influencia la translocacion nuclear y la preferencia por determinados sitios de
integracién del VIH, sino que las respuestas del huésped también se ven afectadas por

este proceso (18,19).

Posteriormente, durante la retrotranscripcion o transcripcion inversa, el RNA viral de
cadena simple se transcribe a una doble cadena de DNA mediante la enzima
retrotranscriptasa del virus. Finalizado este paso, el DNA retrotranscrito se une a
diversas moléculas como el Vpr o la enzima integrasa, generando el complejo de

preintegracion, el cual se dirige al poro nuclear para insertarse en la célula huésped (16).

La transcripcion inversa tiene una alta tasa de error, favoreciendo la recombinacién de
fragmentos gendmicos en caso de que varias particulas infecten una misma célula. Esta
es la razon por la que el VIH presenta una elevada heterogeneidad genética, siendo

responsable de la existencia de diversas cuasiespecies a lo largo de la evolucién (10).

Més tarde, el complejo de preintegracion se introduce covalentemente en el genoma de
la célula huésped a través de los poros nucleares de la membrana nuclear de la misma.
Una vez que se ha producido la integracion del DNA viral en el DNA celular se forma
el provirus de VIH, el cual puede mantenerse en estado latente durante un largo periodo

de tiempo, pudiendo pasar hasta 10 afios antes de iniciar la replicacion (20).

Para iniciar la replicacién, el provirus debe salir del estado de latencia. Para ello, se
requieren una serie de factores celulares. Sin embargo, tanto la expresion génica como
la replicacién del VIH estan controladas por la interaccion de proteinas reguladoras

virales y huéspedes con las secuencias situadas en los LTR del virus (21).

El principal factor celular para la reactivacion del provirus es el NF-kB (factor nuclear de
las cadenas kappa de las células B activadas), que pertenece a una familia de proteinas
encargadas de la regulacién de la expresién de genes celulares que intervienen en
procesos de reconocimiento y activacion inmunitarios. Este factor combinado con Spl,
un factor de transcripcion que participa en la expresion génica, provoca la activacion del
LTR del VIH. Otro de los factores celulares es el NF-AT (factor nuclear de las células T
activadas), que también se une al elemento potenciador kB para favorecer este proceso
(16,22).

Tras la reactivacion e inicio de sintesis del RNA viral es necesaria su completa

elongacion. Para ello se requiere la proteina Tat, cuya expresion aumenta la tasa de
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transcripcion del genoma viral. Una vez sintetizado el RNA mensajero, éste es
transportado mediante la proteina Rev desde el nlcleo al citoplasma. Asimismo, Rev
participa en el acoplamiento de los RNA mensajeros a los ribosomas para su posterior
traduccion a proteinas virales. En consecuencia, a medida que los niveles de Tat y Rev
aumentan, los RNAs parcialmente empalmados, o del inglés “spliced”, son exportados,

y otras proteinas accesorias son generadas (16,22,23).

En el momento que los RNA mensajeros, tanto spliced como unspliced, se encuentran
en el citoplasma, las proteinas virales traducidas se unen a los transcritos de RNA viral.
Esta ensamblaje produce la formacion de los nuevos viriones, liberados de la célula
huésped en un proceso de gemacion, donde los viriones se llevan parte de la membrana

al salir de la célula y asi formar su propia envoltura lipidica (23).

Sin embargo, los viriones liberados no son infectivos desde el primer momento, sino que
necesitan un proceso de maduracion. Para ello, los precursores de las poliproteinas
Gag y Gag-Pol son traducidos a proteinas enzimaticas y estructurales mediante la
proteasa del virién. Las proteinas formadas se reorganizan, dando lugar al virus infectivo
(16,22).

1.3 Progresion clinica de la infeccion

El progreso de la infeccién por VIH se clasifica en 3 etapas, en funcién de los sintomas
e indicadores clinicos que desarrolla la persona infectada: fase aguda, fase asintoméatica

y fase avanzada.
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Figura 5. Historia natural de la infeccion por VIH (24).
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La fase aguda o estadio de primoinfeccion es el momento inicial de la infeccién, cuando
el virus se integra en las células huésped y se expande a través de los 6rganos linfoides
y el sistema nervioso. Al inicio, tanto la carga viral como el nimero de células T CD4
infectadas son elevadas, y el antigeno p24 circulante esta presente. Este antigeno es
una proteina del nucleo viral que se manifiesta tras la infeccion por VIH, coincidiendo

con el aumento del nivel del RNA viral (25).

Progresivamente aparece la respuesta inmunitaria, tanto celular como humoral,
produciendo un descenso en los niveles de virus circulante y de T CD4 infectadas, asi
como la desaparicion del antigeno p24. En términos clinicos, esta etapa inicial, de
duracion no superior a 12 semanas, provoca sintomas similares a los originados por una
gripe. La sintomatologia mas comun es fiebre, linfadenopatia, faringitis, exantema

cutaneo y artromialgias, manifestaciones que podrian asociarse a otras causas (23,26).

En la fase asintomatica, crénica o de latencia clinica el virus permanece activo, pero
se reproduce en una tasa significativamente menor. Esta replicacion ocurre
principalmente en el tejido linfoide, donde se encuentra el mayor reservorio de los
viriones. En este sitio anatdbmico ocurre la generacion y propagacion de respuestas
inmunoldgicas antigeno-especificas, puesto que los linfocitos migran desde la
circulacion hasta estos érganos para desencadenar respuestas humorales contra el VIH
(27). En términos numéricos, la carga viral en los érganos linfoides puede llegar a ser
hasta 10.000 veces superior a la circulante. Los pacientes no experimentan sintomas
destacables, pero se han reportado adenopatias, plaquetopenia y trastornos

neuroldgicos leves (23).

Cuando la infeccidon se encuentra en fase avanzada, la inmunodeficiencia es severa,
aumentando el niamero de infecciones oportunistas y la capacidad de desarrollar
neoplasias relacionadas con la infeccién. La causa es el aumento de la carga viral
consecuente a una replicacion constante, igualandose la carga de los tejidos linfoides
con la circulante. Los niveles de linfocitos T CD4+ descienden, y su concentracion es
menor de 200 células/ul, provocando la destruccion inmunoldgica y una
inmunosupresion intensa. Este estadio es también conocido como Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida o SIDA. El tiempo medio desde la infeccién por VIH hasta
el desarrollo de SIDA es de 10 afios, pero existen factores inmunoldgicos, virologicos y
genéticos que influyen en la progresion a esta fase final. Cabe remarcar que no existe
cura para esta infeccién. Por lo tanto, el diagnéstico temprano del VIH, asi como su

tratamiento para retardar esta fase avanzada son de vital importancia y prioridad (23,28).
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El desarrollo de la terapia antirretroviral combinada (CART) ha supuesto un gran avance
en el tratamiento del VIH/SIDA, transformandose en una enfermedad crénica para la
mayoria de los pacientes. Estos farmacos acttan interfiriendo en las etapas del ciclo
esenciales para la replicacion del virus, inhibiéndola y reduciendo la carga viral hasta
niveles indetectables. Aunque no erradica el VIH, este fenbmeno provoca un aumento
en el numero de linfocitos T CD4+, implicando un funcionamiento correcto del sistema
inmunitario (29,30).

Sin embargo, el tratamiento con cART no produce los mismos efectos en todos los
pacientes, y la progresion del VIH es muy variable en cada individuo. De hecho, existe
un grupo de pacientes con la capacidad de controlar espontaneamente la replicacién
del virus en ausencia del tratamiento antirretroviral, denominados “controladores de VIH
0 no progresores”. Asimismo, a medida que la investigacion progresa, también lo hacen
las clasificaciones que se realizan para obtener una mejor comprension sobre el VIH,

por lo que nuevos subgrupos han surgido dentro de los controladores “generales”.

2. Controladores de élite del VIH

Los controladores de élite o elite controllers (ECs), son individuos con la capacidad de
controlar la replicacion del virus mediante su propio sistema inmunitario en ausencia de
cART. Conforman entre un 0.5-1.5% de todas las personas infectadas por VIH, que a
Su vez muestran una gran heterogeneidad genética e inmunolégica, asi como
manifestaciones clinicas y variaciones en caracteristicas virolégicas. Por ende, se han

generado diversos subtipos para generar una clasificacién mas exhaustiva (31,32).

La heterogeneidad de esta cohorte comienza con la diversidad de definiciones que se
les atribuyen a estos individuos. Esta ambigledad es una problematica a la hora de
interpretar resultados y, por consiguiente, también lo es la caracterizacion de los

mecanismos bioldgicos subyacentes a cada fenotipo (33).

Actualmente, las definiciones aceptadas sobre los ECs coinciden en que los limites del
nivel de VIH-RNA estan entre 40 y 500 copias/mL. Sin embargo, debido a que el control
inmunolégico es tan importante como el control virolégico, es necesario incluir la
capacidad de los pacientes para mantener los niveles de linfocitos T CD4+ para
establecer una definicion mas precisa. Considerando ambas cualidades, se ha descrito
un fenotipo extremo, conocido como controladores de élite a largo plazo, LTECs (long-
term elite controllers). Este grupo es, por el momento, el mejor modelo para una cura

funcional del VIH, puesto que estos individuos son capaces de controlar el virus y la
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deficiencia inmunolégica. Los LTECs constituyen aproximadamente un 0.15% de los
infectados por VIH y, se definen como los pacientes libres de cART con una carga viral
indetectable, esto es, por debajo de 50 copias/mL, durante un periodo de al menos 10

afos, niveles normales de CD4 y una pendiente positiva o nula de CD4 (31,32).

Como consecuencia, los ultimos estudios realizados se centran en la caracterizacion de
los mecanismos y marcadores bioldgicos de estos pacientes ya que representan una
potencial cura funcional que permita el control de la replicacion viral sin la necesidad de

terapias antirretrovirales (34,35).

Sin embargo, la heterogeneidad de este grupo de pacientes es muy amplia, e involucra
diversos factores que, en mayor o menor medida, afectan la adquisicion de los diferentes
fenotipos. Entre ellos, cabe destacar la diversidad en el nivel de viremia residual en
plasma de VIH, el tiempo en alcanzar el estado EC, la duracién del control virolégico, la
pérdida del control inmunolégico y las manifestaciones clinicas. Estas condiciones estan
determinadas en funcién de diferentes factores, pertenecientes al huésped o al virus.
Estos factores son los que se consideran o se cree que tienen una funcién determinante
como marcadores bioldgicos de la pérdida o adquisicién del control de la infeccion por
VIH (31).

|
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Figura 6. Factores de heterogeneidad de los controladores de élite. (a) la heterogeneidad de los ECs; (b)
nivel de viremia residual de VIH; (c) duracién del control de VIH; (d) nivel de control inmunolégico; (e) tiempo
para alcanzar estado EC. El nimero de individuos representa la frecuencia del evento en la poblacién EC.
Los triangulos representan la magnitud de cada factor con la punta estrecha indicando la amplitud menory

la punta ancha la mayor amplitud (31).
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2.1 Mecanismos de control del VIH

Actualmente no se han podido determinar con exactitud los mecanismos que participan
en el control del VIH por parte de los ECs. Sin embargo, la mayoria de los estudios
sugieren una serie de factores que actian de forma conjunta, pero, que individualmente,
no permitirian el control duradero de la infeccion por VIH. Los factores caracterizados

hasta el momento se clasifican como propios del virus o del huésped. (31,34,35).

Respecto a los factores viricos, éstos se dividen en: virus defectuosos y virus
deletéreos o atenuados. En referencia al primer grupo, se ha descubierto que, en
general, los virus de los ECs tienen una baja capacidad de replicacibn o que son
defectuosos en alguna de las proteinas viricas, como por ejemplo delecciones
importantes en el gen nef (36). De hecho, se ha descrito una estrecha asociacion entre
la supresién de la replicacion viral en los LTECs y grandes delecciones gendmicas en

diferentes regiones del genoma (34).

Los virus deletéreos o atenuados son virus que tienen una baja capacidad de
replicacion, consecuencia de mutaciones de escape de los linfocitos T citotdxicos en las
proteinas Gag. Por otra parte, se ha descubierto que la envoltura virica tiene muy baja
afinidad por las moléculas CD4, ademas de una baja actividad de transporte. Estas
caracteristicas provocan una sefalizacion celular significativamente baja en la célula
huésped (34).

Los factores del huésped que han sido asociados con la probabilidad de la progresion
inmunoldgica se encuentran un bajo nivel de células CD4, una proporcion reducida de
CD4/CD8, un aumento en el grado de activacion de los linfocitos T e inflamacion y una

polifuncionalidad disminuida de células T CD8+ Gag-especificas, entre otros (31).

Asimismo, otro de los factores asociados a la resistencia de la infecciéon por VIH o un
retardo en la progresion al SIDA es el de los alelos de los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad, HLA. Las moléculas del HLA de clase 1 son predictivas del curso
de infeccion del VIH. Estas moléculas son presentadoras de antigenos de las células T

CD8+, activandolas y, en el caso del VIH, destruyendo las células infectadas (37).

Se han caracterizado una serie de haplotipos protectores que constituyen el principal
factor genético del huésped asociado con el control del VIH: HLA-B*57:01, HLA-B*58:01,
HLA-B*27:05 y HLA-B*14:02. El alelo HLA-B*57:01 es hasta el momento el que
aparentemente opone una mayor resistencia a la progresion de la enfermedad, aunque
todos ellos estén relacionados con la protecciéon ante la pérdida de linfocitos T CD4+

provocando una mayor capacidad de proliferacion y produccién de citocinas
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proinflamatorias. Esto implica una mejora en la inmunidad adaptativa, sobre la que se
ha descrito una asociacién entre las respuestas de linfocitos T CD4+ y CD8+ citotoxicos

Gag-especificos con una alta polifuncionalidad y un potente control viral. (31,34,35).

Otros factores relevantes relacionados con el control viral son los genotipos de CCR5,
CCR2 y SDF1, asi como los genes KIR3DS1, debido a su alta representacion en los
ECs. El genotipo A32-CCRS es la variante del correceptor de quimicocinas CCR5 con
una deleccién de 32 pares de bases. Esta alteracion provoca la disfuncionalidad del

receptor, por lo que el virus no es capaz de penetrar en la célula huésped (34).

En refuerzo a la idea de una causa multifactorial como solucién al control virolégico, se
ha apuntado que la combinacion de varios factores como los genotipos CCR5, CCR2 y
SDF1, los genes HLA y polimorfismos IFNL4 pueden funcionar como marcadores
biolégicos en la prediccién del estado LTEC. Aun asi, la heterogeneidad en esta area
es objeto de incertidumbre en la afirmacién de los factores que realmente juegan un
papel crucial en estos controladores, puesto que no todos los ensayos realizados en

ECs han reportado los mismos resultados (31,34).

2.2 Pérdida espontanea del control del VIH

Existe una proporcién de ECs que, a pesar de haber controlado durante largos periodos
de tiempo la replicacién viral, pierden esta capacidad. De hecho, aproximadamente el
30% de los ECs experimentan una pérdida del control virol6gico, aunque no se conoce

con exactitud el desencadenante de este proceso (38).

Los principales factores que preceden a la pérdida del control viral son un bajo indice
de respuesta de las células T Gag-especificas, la disminucién de la polifuncionalidad de
los linfocitos T CD8+ Gag-especificos, la diversidad virica asociada a dicha
polifuncionalidad y los altos niveles de biomarcadores solubles y citoquinas
proinflamatorias (38). Otro fenédmeno que posiblemente contribuye a esta pérdida es el
cambio de tropismo viral de CCR5 a CXCR4, asi como los niveles plasméaticos

persistentes de viremia residual (31,39).

No siempre se cumple este patron de factores en todos los ECs que pierden el control.
Tanto los factores del huésped como los del virus participan en este proceso, y proceder
a su caracterizacion es un punto clave para anticiparse y poder identificar a los
controladores de élite que pasaran a formar parte de los controladores transitorios (TC)
(38).
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3. Metaboldmica

El rol de la metabolémica en la investigacion del VIH se basa en el estudio del
inmunometabolismo, tratando de explorar el papel crucial que desempenan las vias
metabdlicas en las células inmunitarias y comprender como esta relacidén estd asociada

a los efectos provocados mediante la respuesta inmunitaria (40).

La medida de productos metabolémicos especificos en fluidos biol6gicos ha revelado
diferencias en los fenotipos de los individuos infectados por VIH y ha permitido la
identificacion de biomarcadores asociados a la evolucién natural de la infeccion que
participan en la contencién viral junto con diversas caracteristicas inmunolégicas. Sin
embargo, no existe ningun estudio longitudinal que determine un perfil metabdlico
relacionado a la pérdida espontanea del control por parte de los ECs. Por el contrario,
hay evidencia de ciertos metabolitos que marcan una diferencia significativa entre los
perfiles de los controladores persistentes (PC) y controladores transitorios (TC). Estas
diferencias metabdlicas podrian revelar un patrén distintivo que permitiria tener nuevas

perspectivas para futuros disefios de vacunas y estrategias de tratamiento (40).

El primer estudio (40) que ha revelado una reprogramacion metabdlica asociada al
control esponténeo persistente del VIH muestra una glicélisis aumentada en pacientes
VIH+ que derivaron en TCs. Mediante este estudio se ha observado que antes de la
pérdida de control, los TCs presentan un aumento en la glucdlisis aerdbica, actividad
mitocondrial desregulada, estrés oxidativo y activacion inmunolégica. Ademas, los
niveles plasmaticos de valina, uno de los tres aminoacidos de cadena ramificada
(BCAA), son una caracteristica diferencial entre los TCs y PCs. Tanto los niveles de
valina como los de los intermediarios catabdlicos, como el acido a-cetoisocaproico, que
pueden entrar al ciclo de Krebs estan elevados a causa de un cambio de fosforilacion

oxidativa a glicolisis (40,41).

A su vez, una de las determinaciones realizadas en muestras pre- y post-pérdida del
control en TCs revel6 un incremento en el colesterol LDL (lipoproteinas de baja
densidad), el nimero de particulas de tamafio mediano LDL y no HDL (lipoproteinas de

alta densidad) y el ratio de particulas LDL/HDL tras la pérdida del control (40).

Considerando la importancia de los resultados que este tipo de andlisis puede ofrecer,
es necesaria la realizaciéon de multiples estudios para identificar el fenotipo de los
controladores persistentes y determinar dianas susceptibles para el disefio de
estrategias inmunoterapéuticas con el objetivo de conseguir una remision a largo plazo

del VIH en ausencia de la terapia antirretroviral (40).
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4. Lipidémica

El analisis lipidomico sirve para cuantificar diversas especies individuales que utilizando
métodos bioquimicos convencionales no se detectarian (42). En el caso del VIH, esta
Omica permite la caracterizacibn de cambios dinamicos en la composicién lipidica

durante la infeccién por VIH y el tratamiento con terapia antirretroviral (43).

Existe evidencia de que tanto la infeccién por VIH como el tratamiento con ART estan
asociadas a anormalidades lipidicas que potencian el riesgo a padecer enfermedades
cardiovasculares (Cardiovascual Disease, CVD) como consecuencia del efecto directo
que provocan en el tejido adiposo y en el funcionamiento del higado. Concretamente, la
enfermedad del higado graso no alcohélico (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD)
es muy frecuente en las personas con VIH, y estd ligada a complicaciones

cardiovasculares (42,43).

Los lipidos son biomoléculas que desempefian funciones metabdlicas, inflamatorias e
inmunolégicas. Por ende, un desequilibrio en su metabolismo, asi como en su
sefalizacién, esta estrechamente ligado a patologias como CVD y NAFLD (42). Otras
enfermedades han sido recientemente asociadas a trastornos lipidicos, entre las que se
encuentran la diabetes, la obesidad, la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y el
Alzheimer (43).

Asimismo, la morbilidad y mortalidad contindan siendo significativamente elevadas en
los pacientes VIH+, principalmente por la aterogénesis desarrollada a causa de una
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia y niveles reducidos de colesterol HDL. Estas
patologias provocan reacciones de inflamacion, generalmente crénica en estos
individuos. La relacidn entre inflamacion y lipidos es compleja, ya que la activacion del
sistema inmune puede ser tanto causa como consecuencia de las anormalidades

lipidicas en la infeccion por VIH (43,44).

Observando los avances realizados en torno a la caracterizacion de un perfil lipidémico
preciso de pacientes VIH+, se reafirma la necesidad de estudios exhaustivos que
permitan conocer con exactitud las vias implicadas y asi poder desarrollar terapias
personalizadas que igualen tanto la eficacia como la tolerancia de las terapias
antirretrovirales, pero reduciendo la incidencia de CVD como la de otras complicaciones

metabdlicas asociadas (42).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Poseer el control de la replicacién viral en ausencia del tratamiento antirretroviral es la
mas caracteristica aptitud de los controladores de élite, razén por la cual se han
convertido en el punto de mira como cura potencial contra el VIH. No obstante, se ha
determinado que un porcentaje significativo de estos ECs acaban perdiendo esta

singular capacidad.

El desconocimiento de los factores responsables del control espontaneo de la
replicacién viral, asi como de su posterior pérdida, han incentivado la necesidad de
investigacion en este tipo de pacientes. Para ello, las ciencias 6micas han resultado ser
una herramienta fundamental en este estudio, permitiendo describir unos perfiles méas
completos asociados a los controladores de élite. Asimismo, se han realizado diversos
estudios metabolomicos y lipidomicos, tratando de caracterizar los marcadores
biolégicos asociados a la pérdida del control espontanea. Sin embargo, a dia de hoy no
existe un perfil concreto que permita identificar aquellos pacientes ECs que acaben
perdiendo el control virolégico o inmunoldgico. Consecuentemente, la hipotesis de este
trabajo se fundamenta en la distincion de un perfil metabolémico y lipidémico
desencadenante de la pérdida de control de la replicacién viral, el cual proporcionaria el
conocimiento de las vias mecanisticas involucradas, asi como la determinaciéon de los
potenciales marcadores bioldgicos predictivos de esta condicién. Adicionalmente, esta
caracterizaciéon supondria un gran avance en el planteamiento de nuevas dianas

terapéuticas.

Para llevar a cabo la hipétesis planteada se han realizado andlisis metabolémicos y
lipidomicos en el plasma de pacientes ECs, con la finalidad de encontrar factores del

huésped que puedan estar asociados con los distintos fenotipos de ECs.

Cabe remarcar que este estudio pertenece a un proyecto mas ambicioso en el que
participan distintos grupos pertenecientes a la Red de SIDA de Espafia, y en los que los

objetivos que se proponen lograr son expuestos a continuacion:

e Caracterizar el fenotipo especial LTEC (Long-Term Elite Controller).

e Evaluar los factores virologicos, inmunolégicos y otros factores del huésped
asociados con estos fenotipos de pacientes ECs.

e Determinar las caracteristicas clinicas asociadas a los diferentes fenotipos de
pacientes ECs.

e Analizar otros correlatos del huésped asociados con los fenotipos de pacientes
ECs.
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Asi, la evaluacion de los factores virolégicos asociados a la pérdida del control de los
ECs se lleva a cabo en Madrid, mientras que la de los factores inmunoldgicos se realiza
en Sevilla. El objetivo que se ha planteado para el grupo INIM y, por tanto, en el que se
basa mi presente trabajo, es el de la evaluacién de otros factores del huésped asociados
con los fenotipos especiales de pacientes ECs mediante los analisis metabolémicos y

lipidomicos.

METODOLOGIA

1. Recogida de muestras, datos clinicos y demograficos

Los 46 pacientes de estudio fueron sometidos a una extraccién de sangre, la cual se
recogié en tubos con EDTA para el posterior analisis de las muestras. Con el fin de
obtener el plasma de las muestras sanguineas, estas se centrifugaron tras su
recoleccién y se guardaron en congeladores a -80°C para su correcto almacenamiento
hasta realizar los analisis necesarios. Todas las muestras fueron recibidas, procesadas
y almacenadas en el BioBanco espafiol de VIH HGM, perteneciente a la Red de
Investigacion en SIDA (RIS). Los datos obtenidos se registraron en la base de datos
expresamente disefiada para la cohorte de controladores de élite (ECRIS) de RIS.
Previamente a la investigacién, todos los pacientes que la conforman dieron su
consentimiento y los protocolos a seguir se aprobaron por los comités éticos

institucionales oportunos.

La labor de procesamiento de las muestras para el andlisis metabol6émico y lipidémico
se llevd a cabo por parte del personal de laboratorio del Grupo de Investigacion en
Infeccién e Inmunidad (INIM) del Instituto de Investigacion Sanitaria Pere Virgili (IISPV),
en los laboratorios del Hospital Joan XXIII de Tarragona. Estas muestras plasmaticas
se trasladaron después al Centro de Ciencias Omicas (COS) de Reus, donde realizaron
los andlisis metabolémicos y lipidomicos pertinentes. Finalmente, con los datos
obtenidos en el COS, se efectud el andlisis estadistico en el que se fundamenta el

presente trabajo, también realizado por el grupo INIM.
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2. Analisis metabolémico por GC-(EI)qTOF/MS de las muestras

Para el analisis metabolémico se realiz6 una extraccidn de precipitacion proteica
mediante la adicion de 8 volimenes de metanol:agua (8:2) a las muestras de plasma,
que contiene una mezcla de patrones internos (acido-ds succinico, &cido-d,7 miristico,
glicerol-*C3 y D-glucosa-'3Cs). Las muestras se mezclaron e incubaron a 4°C durante
10 minutos, se centrifugaron a 15000 rpm y el sobrenadante se evapor6 hasta secarlo
antes de llevar a cabo la derivatizacién de compuestos (metoximacion y sililacion). Los
compuestos derivatizados se analizaron en GC-qTOF (modelo 7200 de Agilent, USA).
La separaciéon cromatogréfica se basoé en el Método Fiehn, utilizando un J&W Scientific
HP5-MS (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm) con columna capilar y helio como gas carrier
usando un programa de horno desde los 60°C hasta los 325°C. La ionizacién se realizé
por impacto electronico (IE), con una energia electronica de 70eV y operado en modo
Scan completo. Ademas de los compuestos diana del metabolismo de carbono central,
los cuales se cuantificaron utilizando las cubras de calibracién de patrén interno, se
realizé un screening de identificacion de otros metabolitos mediante el emparejamiento
de su espectro de masas y tiempo de retencién con la biblioteca Fiehn (de Agilent), la
cual contiene mas de 1400 metabolitos. Tras una identificaciéon putativa de los
metabolitos, estos se semicuantificaron en términos de la relacién de respuesta de

patrén interno.

3. Andlisis lipidémico por UHPLC-gTOF/MS de las muestras

Para la extraccion de lipidos mas hidrofébicos, se realizd una extraccion liquido-liquido
con cloroformo:metanol (2:1) basada en el procedimiento Folch, afiadiendo 4 volumenes
de cloroformo:metanol (2:1) a las muestras de plasma, que contiene una mezcla de
patrén interno (Lipidomic SPLASH). Las muestras se mezclaron e incubaron a -20°C
durante 30 minutos. Después, se afiadié agua y NaCl (0.8%) y se centrifugd a
15000rpm. Se recogi6 la fase inferior, se evapord hasta secado y se reconstituyé con
metanol:metil-ter-butil-eter (9:1), y se analiz6 con UHPLC-qTOF (modelo 6550 de
Agilent, USA) en modo de ionizacion de electroespray positivo. La cromatografia
consiste en una elucién con una fase movil terciaria que contiene agua, metanol y 2-
propanol con 10mM de formato de amonio y 0.1% de acido formico. La fase estacionaria
fue una columna C*® (Columna C*¥Kinetex EVO, 2.6 pm, 2.1 mm x 100 mm) que permite
la elucion secuencial de los lipidos mas hidrofébicos como los lisofosfolipidos,
esfingomielinas, fosfolipidos, diglicéridos, triglicéridos y éster de colesterilos, entre otros.

La identificacion de las especies lipidicas se realiz6 por emparejamiento de sus
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espectros de masa precisa y masa en tdndem, cuando disponible, con Metlin-PCDL de
Agilent, que contiene mas de 40000 metabolitos y lipidos. Ademas, el comportamiento
cromatogréfico de los patrones puros de cada familia y la informacion bibliogréfica se
utilizé para asegurar su identificacion putativa. Tras la identificacion putativa de los
lipidos, estos fueron semicuantificados en términos de la relacién de respuesta de patron

interno, utilizando un patrén interno para cada familia de lipidos.

4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo mediante diversos programas estadisticos y de
representacion gréafica, principalmente, el software IBM SPSS Statistics 23 y el
analizador de datos on-line MetaboAnalyst. Los resultados obtenidos con estos

programas se consideraron de valor significativo cuando el p-valor es inferior a 0.05.

Inicialmente, se realizé la prueba no paramétrica Kolmogoérov-Smirnov, mediante la cual
se verificd que las muestras no seguian una distribucion normal. Como consecuencia,

todas las pruebas estadisticas ejecutadas son de caracter no paramétrico.

Con el objetivo de identificar los metabolitos significativos entre los distintos grupos de
ECs, se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para la comparacion de
mas de 3 grupos de estudio. Con los parametros que resultaron significativos se realiz
la Prueba U de Mann-Whitney, la version no paramétrica de muestras independientes
equivalente a la prueba t de Student. Este analisis permite determinar los compuestos

distintivos de los diferentes fenotipos, estudiando 2 grupos por cada prueba realizada.

Se efectu6 esta misma prueba estadistica para obtener los lipidos significativos,

aplicando las mismas agrupaciones para comparar los fenotipos de estudio.

Paralelamente se usé el programa on-line para el analisis de datos metabolémicos
MetaboAnalyst. Este programa ofrece un amplio espectro de formatos de visualizacién
de datos, de los cuales se han utilizado el ANOVA (Analysis of Variance), PLS-DA

(Partial Least Squares Discriminant Analysis) y Pathway Analysis, entre otros.

ANOVA es un test estadistico que graficamente permite la visualizacion de si una
comparacion es significativa 0 no a primera vista. Esta prueba suele proseguir con otros

andlisis para identificar cuéles son las diferencias entre las comparaciones realizadas.
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El PLS-DA se trata de un analisis discriminante de minimos cuadrados parciales. A
través de este analisis se puede comprobar si los componentes significativos permiten

realizar una separacion sustancial entre los diversos grupos.

Finalmente, tras identificar los metabolitos y los lipidos distintivos, utilizando de nuevo
MetaboAnalyst, se realiz6 el analisis preciso para identificar las rutas metabdlicas en las
que estan implicados los componentes. Esta identificacion puede servir como
herramienta para entender el porqué de los componentes significativos de los grupos,
estudiando las consecuencias de un aumento o disminucion de la actividad de dichas

rutas metabolicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracteristicas de los pacientes estudiados

En funcion de las muestras de plasma disponibles para la investigacion, se
seleccionaron un total de 46 pacientes clasificados como controladores de élite, los
cuales tenian una carga viral por debajo del limite de deteccidén establecido, esto es,
inferior a 50 copias de ARN VIH-1 por mililitro, y todos ellos en ausencia de tratamiento

antirretroviral durante minimo un afo.

Este numero total de pacientes se clasific6 en 3 grupos segun el fenotipo que
expresaron: No-LTEC, LTEC-Loosing Control (LTEC-LC) y True-LTEC. Esta
clasificacion de fenotipos se realizé en funcion del tiempo que estos pacientes tuvieron
la capacidad de mantener el control virolégico y/o inmunoldgico. Concretamente, los
pacientes No-LTEC son aquellos que pierden este control en un periodo inferior a 5
afos, de los cuales son 9 de los 46 pacientes; los LTEC-Loosing Control, donde se
clasifican 22 de los controladores de élite estudiados, mantienen el control durante al
menos 5 afios, aunque a lo largo de su seguimiento se detecta la pérdida del control,
bien virolégico (5 de los LTEC-LC) como inmunoldgico (13 de LTEC-LC), incluso ambos
(4 de LTEC-LC); los True-LTEC también mantienen el control durante 5 afios, pero a
diferencia del grupo anterior, continian con esta capacidad durante todo su seguimiento,

y este grupo esta constituido por los 15 pacientes ECs restantes.
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9 No-LTEC
22 LTEC-LC
15 True-LTEC

Figura 7. Clasificacion de los 46 pacientes ECs. En la primera divisién se encuentra el niUmero de pacientes
que pertenece a cada fenotipo de estudio. En la tercera columna se representa el nUmero de pacientes
asociado a cada tipo de pérdida de control.

2. Metabolomica

A través del analisis metabolémico no dirigido, se han detectado un total de 78
metabolitos en las muestras de plasma de los pacientes ECs del estudio en cuestion.
Sin embargo, no todos estos metabolitos han resultado tener un valor estadistico
significativo a la hora de distinguir los perfiles metabdlicos de los diferentes grupos de
ECs.

Para llevar a cabo esta discriminacion, se efectu6 la prueba estadistica Kruskal-Wallis,
con el software estadistico SPSS, la cual revela, en este caso, los metabolitos
significativos para los 3 grupos seleccionados. Tras excluir los metabolitos con un p-
value superior a 0.05, este cribado concluye con un total de 8 metabolitos significativos
para el estudio. Estos metabolitos significativos, asi como sus respectivos p-value, se

pueden encontrar en el Anexo 1.

Complementariamente, mediante la prueba U de Mann-Whithey se observd la

repercusion de estos 8 metabolitos en el andlisis de comparacion entre 2 grupos.

Por otro lado, también se analiz6 el total de los 78 metabolitos con el programa
MetaboAnalyst, comenzando por la normalizacién de los datos. Tras este proceso de
normalizacion, en el que los datos se transforman en valores logaritmicos, se obtuvo el
siguiente gréfico, donde se representan las concentraciones de ciertos componentes. El
programa no permite la visualizacién de méas de 50 componentes, pero considera todas

las concentraciones para generar la representacion.
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Figura 8. Diagrama de cajas y de densidad tras normalizacion de los datos. Los diagramas de cajas de
densidades estan representados en funcién de las concentraciones de todos los compuestos de todas las
muestras.

Una vez normalizados los datos, MetaboAnalyst permite una amplia variedad de
métodos para el andlisis metabolomico. En primer lugar, se realiz6 uno de los métodos
de analisis de univariantes, ANOVA (no paramétrico). Esta prueba analitica solo permite
observar si la comparacion general es significativa o no, por lo que suele ser necesaria
la realizacién de mas pruebas. El grafico obtenido no mostré ningiin componente que a

primera vista resultase significativo, por lo que se prosigui6 con diversos andlisis mas.

El andlisis PLS-DA, uno de los métodos de analisis de multivariante, es una herramienta
que permite ver si existe una separacion significativa entre los grupos de estudio. Para
evaluar la importancia de la discriminacion, se realiz6 simultdneamente un test de
permutacion. Ademas, el PLS-DA permite la visualizacién de los datos obtenidos de
diversas formas de representacion grafica. Entre ellos, el Scores Plot y VIP scores, que
podemos encontrar en la Figura 9. En la primera de las representaciones gréaficas
podemos observar que con el conjunto de metabolitos identificados no existe una
distincién de alta precision entre los 3 grupos de estudio. Sin embargo, este suceso no
descarta que algin metabolito concreto no pueda ser potencial marcador biologico para
generar un perfil metabolémico distintivo. De hecho, el andlisis VIP Score ha identificado

los 15 metabolitos con mayor poder discriminatorio entre los distintos grupos de estudio.
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Figura 9. Representaciones graficas del andlisis metabolémico con PLS-DA entre los grupos No-LTEC (0),
LTEC-Loosing Control (1) y True-LTEC (2). A) Scores Plot de los componentes principales seleccionados.
El rectangulo de la parte superior derecha es la descripcion de los grupos de estudio analizados en este
grafico. B) VIP Scores. Componentes importantes identificados por el PLS-DA. Los colores de las cajas de
la parte derecha representan las concentraciones relativas de los metabolitos correspondientes en cada
grupo de estudio.

Por otro lado, se llevd a cabo un andlisis de las rutas metabdlicas en las que se
encuentran implicados los metabolitos que resultaron estadisticamente significativos a
través del andlisis SPSS para el presente estudio. Este procedimiento se realizé también
a través del analizador de datos MetaboAnalyst, y revel6 que las principales rutas en la
gue se encuentran involucrados los 8 metabolitos son el metabolismo del piruvato, la
biosintesis de arginina y el ciclo del citrato o ciclo de Krebs. La representacion integra
de estas 3 rutas principales se encuentra en el Anexo 3, 4y 5.
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Figura 10. Vision general de las rutas metabdlicas. Las esferas que varian en un rango de color de amarillo
a rojo significan que los metabolitos seleccionados estan implicados en las rutas representadas con
diferentes niveles de implicacion, de menor a mayor respectivamente. La esfera con el nimero 1 representa
el metabolismo del piruvato; la esfera 2 indica la biosintesis de arginina; la esfera de niumero 3 hace
referencia al ciclo de Krebs.

Como se ha visto en la Figura 10, el metabolismo del piruvato es la ruta metabdlica mas
importante en base a la implicacién de los metabolitos significativos de estos grupos de
estudio. El acido piravico o piruvato, es el producto final de la glucdlisis, y puede ser
metabolizado por diferentes vias para generar etanol, lactato o acetil-coenzima A. El
lactato o acido lactico es uno de los metabolitos significativos obtenidos mediante los
andlisis estadisticos, el cual se encuentra significativamente reducido en el grupo de
estudio True-LTEC en comparacion con los otros dos grupos, donde el promedio de este
metabolito es practicamente igual en ambos. Como consecuencia, es probable que los
controladores de élite que mantienen el control virolégico e inmunolégico durante todo
su seguimiento tengan una glucdlisis disminuida, puesto que implicaria una menor
produccion de piruvato y por consiguiente su metabolizacion seria también menor,

provocando la reduccion significativa del acido lactico representativa de los True-LTEC.

En segundo lugar, se encuentra la biosintesis de arginina, un aminoacido esencial con
la capacidad de estimular la funcién inmunolégica mediante el aumento del nimero de
leucocitos. Su biosintesis se lleva a cabo a partir de la citrulina, la cual puede generarse
a través de diferentes vias. Cabe destacar la de la ornitina via catabolismo de la
glutamina o glutamato, puesto que ambos metabolitos se encuentran significativamente

reducidos en los ECs que acaban perdiendo el control. Este hecho lleva a la posibilidad
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de que estos LTEC-Loosing Control pierdan el control inmunoldgico a causa de un
descenso en sus niveles de glutamina y glutamato, provocando una menor produccién
de citrulina y consecuentemente de arginina, disminuyendo asi su produccion de

leucocitos y perjudicando su sistema inmunitario.

Por ultimo, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, mas comiunmente conocido como el
ciclo de Krebs, es la tercera ruta destacable como anteriormente se ha podido observar
en la Figura 10. En este caso, algunos de los intermediarios del ciclo se han visto tanto
incrementados como disminuidos segun el grupo de ECs. Por ejemplo, el &cido fumarico
se encuentra en menor concentracion en los True-LTEC, pero el intermediario mas
significativo en este caso es el acido succinico, puesto que presenta un aumento muy
significativo entre los pacientes clasificados como No-LTEC. En términos generales, el
nivel de los intermediarios en los No-LTEC se encuentra aumentado en comparacion
con los otros dos grupos de estudio. Esta produccion incrementada de los metabolitos,
acentuando el acido succinico, podria implicar un ciclo de Krebs de mayor actividad en
este grupo, provocada por una mayor generacién de piruvato, consecuencia directa de
una glucdlisis de actividad aumentada, fundamentando la conclusion expuesta en

relacion con la primera ruta metabdlica.

Los datos obtenidos simulan ser un inicio en la construcciéon de un perfil metabolémico
representativo de los diferentes grupos de ECs, permitiendo asi un conocimiento
exhaustivo de las caracteristicas de cada uno de los fenotipos. Sin embargo, una de las
claves para considerar los pacientes True-LTEC como posibles curas potenciales del

VIH se basa en encontrar el perfil distintivo que precede a la pérdida del control.

Por el momento, el perfil diferencial revela la existencia de alteraciones en rutas
metabdlicas, principalmente en el metabolismo del piruvato, la biosintesis de arginina y
el ciclo de Krebs. Como previamente se ha expuesto, estas vias presentan variaciones
en funcién de los fenotipos de estudio, pero estos cambios no estan directamente
asociados a la pérdida del control virolégico y/o inmunolégico en esta clase de

pacientes.

Existe un estudio (40) que demuestra la existencia de un perfil metabolomico
representativo de los controladores transitorios y persistentes, siendo el primero en
identificar las alteraciones metabolémicas asociadas a la pérdida del control de la
replicacion viral. Sin embargo, el reciente descubrimiento de este perfil distintivo entre
los No-LTEC, LTEC-Loosing Control y True-LTEC demuestra que no se han realizado
suficientes estudios en base a esta capacidad de los ECs. Consecuentemente, a medida

gue nuevos estudios son realizados, se identifican nuevos metabolitos significativos de
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esta caracteristica, lo que conlleva a modificar aspectos del perfil previamente generado.
Asimismo, hay que recalcar que el nUmero de pacientes sobre el que se ha realizado el

estudio es reducido y que los datos deben ser tratados con cautela.

Otro estudio previamente realizado revel6 alteraciones en las rutas metabdlicas citadas
previamente en pacientes VIH+, principalmente en la glucdlisis, el ciclo de Krebs y el
metabolismo de los lipidos. A diferencia del estudio anterior, estas variaciones en las

vias no fueron asociadas a una pérdida en el control del virus (45).

Un estudio en relacion con la actividad metabdlica de la glucosa demostré que el buen
funcionamiento de este proceso es necesario para una activacion celular correcta, una

respuesta antiviral y otras funciones desencadenadas por el sistema inmunitario (46).

Complementariamente a esta determinacion, una de las caracterizaciones realizadas en
otro estudio indicd que los pacientes infectados con VIH presentaban una expresion
aumentada del transportador de glucosa en los linfocitos T CD4, conjuntamente a una
actividad mayor de la glucdlisis, en comparacion con los individuos sanos (47). Esta
determinacion refuerza una de las deducciones planteadas anteriormente, en la que se
ha sugerido que los pacientes No-LTEC, es decir, los que en un periodo inferior a 5 afios
dejan de ser controladores de élite para volver a clasificarse como pacientes VIH+,

presentan un aumento en la actividad de esta ruta metabdlica.

3. Lipidomica

El andlisis lipidomico efectuado en las muestras de plasma de los 46 pacientes ha
revelado un total de 114 lipidos presentes en las mismas. De igual forma que con los
metabolitos, no todos estos lipidos resultaron ser estadisticamente significativos entre
los pacientes controladores de élite. Concretamente, solo 4 de los 114 lipidos han

resultado tener un p-value inferior o igual a 0.05.

Inicialmente, de la misma forma que con el analisis metabolomico, se realizaron las
pruebas estadisticas de Kruskal-Willis y U de Mann-Whitney a través del programa
estadistico IBM SPSS Stadistics. Este andlisis revelo los 4 lipidos estadisticamente
significativos en estos grupos de estudio, todos ellos pertenecientes a la familia de los
triacilgliceroles. Los lipidos estadisticamente significativos y sus respectivos p-value

pueden encontrarse en el Anexo 2.

Mediante la representacion grafica en la Figura 11, se puede ver que los 3 primeros

lipidos representados se encuentran significativamente aumentados en los pacientes
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LTEC-Loosing Control en comparacién con los otros dos grupos de estudio. Este
incremento en la concentracion de los triacilglicéridos sugiere un perfil lipidémico

distintivo de los controladores de élite que manifestaran la pérdida del control.

Promedios de lipidos significativos
0,25
0,2

0,15

0,1
O,O I I
. —=lm Hum

TG 56:7 TG 56:6 TG 58:8 TG 50:0

Concentraciones
U

Lipidos significativos

B NO-LTEC B LTEC-LC B TRUE-LTEC

Figura 11. Representacion grafica del promedio de concentraciones de los lipidos significativos en los 3
grupos de estudio.

Para continuar con el analisis de los datos del estudio lipidémico, se ha utilizado el
programa on-line MetaboAnalyst, que también permite el analisis de datos lipidémicos.
Por consiguiente, se han podido realizar las mismas pruebas que para el analisis
metabolémico. En primer lugar se efectud el andlisis ANOVA (no paramétrico), que no
determiné ningun componente caracteristico. Sin embargo, como se ha podido observar
en la Figura 11, 3 de los lipidos estadisticamente significativos se encuentran muy
elevados en uno de los grupos, el LTEC-Loosing Control, por lo que se continué con

otros analisis para completar la informacién obtenida.

También se desarroll6 la prueba de PLS-DA, completandola con la visualizacién en
Scores Plot y VIP Scores que se muestra en la Figura 12. En este segundo formato de
visualizacién de datos se puede observar que se reafirma la hipétesis formulada en base
a la Figura 11. En este caso, podemos ver como 3 de los lipidos analizados obtienen
su mayor nivel de concentracion relativa en el grupo 2, es decir, el LTEC-Loosing

Control.
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Figura 12. Representaciones gréficas del analisis lipidomico con PLS-DA entre los grupos No-LTEC (0),
LTEC-Loosing Control (1) y True-LTEC (2). A) Scores Plot de los componentes principales seleccionados.
El rectangulo de la parte superior derecha es la descripcion de los grupos de estudio analizados en este
grafico. B) VIP Scores. Componentes importantes identificados por el PLS-DA. Los colores de las cajas de
la parte derecha representan las concentraciones relativas de los lipidos correspondientes en cada grupo
de estudio.

La ruta metabdlica en la que estos lipidos estan implicados es en la biosintesis de los
triacilglicéridos o TGs. Esta ruta comienza cuando la glucdlisis produce acido pirtvico y
se metaboliza generando acetil-coenzima A, el cual entra en un proceso conocido como
lipogénesis para generar los triglicéridos. Este proceso de biosintesis de TGs esta
estrechamente relacionado con la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) en el higado. Este 6rgano no es un sitio fisiolégico de almacenamiento de
triglicéridos y, como consecuencia, su acumulacién produce un perfil patolégico de
esteatosis hepatica. Ademas, una concentracion anormalmente elevada de TGs en
sangre provoca patologias como la ateroesclerosis y riesgo de enfermedad
cardiovascular. Es posible que los ECs que acaben perdiendo el control viroldgico y/o
inmunolégico puedan desarrollar estas enfermedades con una incidencia mayor que los
otros dos grupos, por lo que analizar la sintomatologia asociada a estas patologias en
estos pacientes podria ser un factor determinante para pronosticar una posterior pérdida

del control.
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Existe evidencia de un perfil lipiddmico asociado a una predisposicion de dislipidemia
en pacientes VIH, pero, a diferencia del presente estudio, en presencia del tratamiento
antirretroviral. Este perfil est4 caracterizado por el metabolismo de VLDL, el total de
triglicéridos y los niveles de lactato, caracterizados como biomarcadores potenciales de
esta predisposicion (48). Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican un
aumento de TGs en los pacientes LTEC-Loosing Control, los cuales podrian
desencadenar una secrecion aumentada de VLDL, coincidiendo con las observaciones
del estudio anterior. Asi, estos parametros podrian ser indicativos de la predisposicion
de dislipidemia en estos pacientes, mas sin tratamiento antirretroviral, como

consecuencia de la pérdida del control sobre el VIH.

Por otro lado, se ha asociado el aumento en los niveles de glucosa y, por consiguiente,
de la glucdlisis, a pacientes con VIH que no son capaces de controlar el virus (47).
Teniendo en cuenta que los LTEC-Loosing Control son el grupo de ECs con los niveles
de TGs mas altos, es posible que estas alteraciones se deban al previo aumento en los
niveles de glucosa, puesto que este metabolito es uno de los sustratos para la formacion
de acetil-coenzima A, que desencadena la biosintesis de estos lipidos. Por tanto, un
aumento significativo en los niveles de glucosa acompafiado de elevadas
concentraciones plasmaticas de triglicéridos podria ser un potencial biomarcador

predictivo de la pérdida del control en los pacientes ECs.

CONCLUSIONES

El presente trabajo ha permitido desarrollar un primer esbozo de un perfil metabolémico
y lipidomico distintivo de los diversos grupos de controladores de élite que se han podido
caracterizar hasta el momento. Ademas, se han podido identificar alteraciones en ciertas
rutas metabdlicas que podrian desencadenar en la pérdida del control viroldgico y/o
inmunolégico en pacientes controladores de élite. Determinados metabolitos implicados
en las principales vias significativas descritas, tales como el metabolismo del piruvato,
la biosintesis de arginina, el ciclo de Krebs y la biosintesis de triacilglicéridos, podrian
funcionar como potenciales biomarcadores predictivos de la pérdida del control del virus

en este grupo de pacientes VIH tan caracteristico.

Los resultados obtenidos mediante este trabajo pueden ser contradictorios con estudios
previamente publicados, ya que el nimero de pacientes VIH con esta capacidad es muy
limitado. Por consiguiente, cada investigacion puede plantear nuevas hipétesis y

conclusiones que complementen o descarten las deducciones realizadas hasta el
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momento. Sin embargo, considerando la importancia de encontrar nuevas estrategias
terapéuticas contra el VIH que, como se esti observando podria encontrarse en los
ECs, se necesitan estudios complementarios para determinar un perfil distintivo. Se ha
conseguido que el VIH sea una infeccion crdnica controlable, pero el hallazgo de los
controladores de élite y su caracteristica dominancia sobre el virus abre las puertas al
descubrimiento de la cura definitiva que termine por erradicar el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana.
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Por ultimo, me gustaria recalcar que, pese a que ha sido un periodo mas corto de lo
gue me habria gustado, en todo momento me he sentido una integrante mas del grupo
de investigacion, tanto por el trato recibido como por la confianza que se ha
depositado en mi a la hora de realizar las tareas. Ademas, he podido rodearme de
increibles personas, tanto en el ambito profesional como personal, y cerrar esta etapa
de mi vida de esta forma ha sido todo un orgullo y un bonito inicio a mi vida profesional

como biotecnéloga.
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ANEXOS

Anexo 1

Tabla 1. Metabolitos estadisticamente significativos obtenidos mediante Kruskal Wallis

KRUSKAL WALLIS ‘

Metabolitos Chi-cuadrado p-value
Acido lactico 7.098 0.029
Acido-2-hidroxiisobutirico 7.219 0.027
Acido octanoico 6.384 0.041
Glicina 10.019 0.007
Acido fumarico 7.87 0.02
Acido pipecdlico 5.904 0.052
Acido decanoico 7.78 0.02
Acido indolelactico 6.727 0.035

Anexo 2

Tabla 2. Lipidos estadisticamente significativos obtenidos mediante Kruskal Wallis

KRUSKAL WALLIS

Lipidos Chi-cuadrado p-value
TG 56:7 6.453 0.04
TG 56:6 5.887 0.053
TG 58:8 7.213 0.027

TG 50:0 6.087 0.048
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