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En los ultimos afios la infeccion por VIH ha sufrido un cambio de paradigma. El desarrollo de la
terapia antirretroviral (TAR) y su perfeccionamiento han conseguido que pase de ser una infeccién
mortal a una condicion crénica. De hecho, con las pautas actuales, las personas que viven con VIH
(PLHIV) pueden llevar una vida relativamente normal, con tasas muy bajas de efectos adversos e
interacciones farmacoldgicas. Es importante recalcar que un diagndstico precoz y un inicio temprano
del tratamiento no solo permiten reducir la transmisidon del virus, sino que confieren un buen
prondstico en cuanto a la situacidon inmunoldgica de los pacientes. Segun las estadisticas, la
esperanza de vida de las PLHIV es la misma que las personas sin VIH en cantidad de afos vividos,
pero hay una pérdida sustancial de calidad de vida y afios de vida saludables. Este ultimo punto es
objetivo de multiples estudios que se estan llevando a cabo actualmente.

Ademas, a pesar de todas las mejoras y todos los avances que se han implementado en el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas, es bien sabido que incluso bajo una correcta supresion
viroldgica, cierto porcentaje de pacientes no consiguen una correcta recuperacién inmune. Los
pacientes pertenecientes a este grupo son llamados inmunoldgicamente no respondedores (INR) o
PLHIV con respuesta inmune discordante. Estos pacientes suelen desarrollar una mayor progresion
de la enfermedad y presentar una tasa mas elevada tanto de eventos-SIDA como eventos no-SIDA
respecto a los pacientes con una correcta supresion inmunoldgica. Este hecho supone un reto para
el personal asistencial e investigador del mundo del VIH que ha incrementado sus esfuerzos en
identificar los mecanismos implicados en este proceso. No obstante, hasta el momento no se
dispone de un correcto marcador ni tratamiento para la pobre respuesta inmunolégica que haya
permitido desarrollar estrategias terapéuticas empleando estos mecanismos como diana.

Por una parte, disponer de biomarcadores que puedan predecir una respuesta inmune discordante
ayudaria a identificar los pacientes que posiblemente serdn INR y realizar un seguimiento mas
estrecho en cuanto a detectar eventos-SIDA y eventos no-SIDA. Por otra parte, el descubrimiento de
nuevas dianas terapéuticas basadas en los mecanismos implicados en la pobre respuesta inmune
podria dar lugar al desarrollo de estrategias dirigidas a optimizar la respuesta inmunoldgica.

Por eso, este trabajo se ha centrado en estudiar en mayor profundidad algunos de los factores que
se han propuesto como factores involucrados en la pobre respuesta inmune: las citoquinas. Para ello
se presentan dos articulos publicados en revistas de alto impacto. El primer trabajo que constituye la
presente tesis (articulo 1), analiza el papel de las quimiocinas y sus polimorfismos en la regulacion
de la respuesta inmune. El segundo trabajo (articulo 2) estudia el papel de las adipoquinas en la
recuperaciéon inmune, y concluye proponer alguna de ellas como marcador clinico de una pobre
respuesta inmunoldgica. En su conjunto, estos dos trabajos aportan una vision mas amplia y
profunda de algunos de los mecanismos de las citoquinas implicados en la recuperacion inmune
incompleta. De este modo, los hallazgos y las aportaciones de los dos estudios abren una nueva
ventana hacia futuras investigaciones para optimizar la respuesta inmune discordante, y asi mejorar
el prondstico y la calidad de vida de las PLHIV inmunolégicamente no respondedores.
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1. Infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

1.1 Historia y epidemiologia del VIH.

Las principales investigaciones apuntan que la pandemia por el VIH se inicié en Kinshasa (Republica
Democratica del Congo) en 1920, una de las ciudades del Africa central mejor conectadas por via
fluvial y ferrocarril. Este fue uno de los factores que favorecié que el virus, transmitido de primates y
chimpancés a humanos, se extendiera por todo el continente africano, y posteriormente a todo el
planeta [1,2].

En la década de los 80 se definié un sindrome asociado al virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), llamado Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El 5 de junio de 1981 se publicé en
el Morbidity and Mortality Weekly Report del CDC (Center of Desease Control and Prevention) una
serie de 5 casos de neumonia atipica causada por el microorganismo oportunista Pneumocystis
carinii (actualmente denominado Pneumocystis jiroveci) en varones homosexuales sin antecedentes
previos[3]. Ese mismo afio, se dieron a conocer varios casos de Sarcoma de Kaposi (también llamado
en ese momento “el cancer gay”) entre varones homosexuales [4], se describid el primer caso de
neumonia por Pneumocystis carinii en personas usuarias de drogas por via parenteral (UDVP) [5] y se
cuantificaron 270 casos de inmunodeficiencia severa en hombres gay (lo que algunos investigadores
denominaron GRID (Gay-Related Immune Deficiency) [6]. Curiosamente, en 1982 también se
detectaron casos de inmunodeficiencia severa en pacientes hemofilicos [7], lo que desencadend a
que se empleara por primera vez el término SIDA para describir el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida [8].

Un afio mas tarde, se describié el SIDA en mujeres heterosexuales [9] y en nifios [10], lo que sugirid
que la via sexual heterosexual y la vertical también podrian ser vias de transmision de la
enfermedad. Ese mismo afio, cientificos del Instituto Pasteur de Francia descubrieron un retrovirus,
el Virus Asociado a Linfadenopatia (LAV de sus siglas en inglés Lymphadenopathy associated virus),
qgue se creyé que podria ser el causante del SIDA [11]. Posteriormente, en 1984, cientificos del
National Cancer Institute anunciaron el descubrimiento de un retrovirus que denominaron HTLV-III
(Human T-lymphotropic virus- 1ll) como causante del SIDA [12]. Junto con los cientificos del Instituto
Pasteur, concluyeron que se trataba del mismo agente, pero no fue hasta el afio 1986 cuando se
empled el término Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) [13]. Una vez reconocidas las vias de
transmisidn y el agente causal se pusieron en marcha multiples recomendaciones y campaiias de
prevencion del VIH a lo largo de los siguientes afios (14—18).

En 1987, la agencia americana Food and Drug Administration (FDA) aprobé el primer farmaco
antirretroviral en adultos con VIH, la zidovudina (AZT) (Figura 1) [19], que se autorizd para su uso en
nifios en 1990 [20], y en 1994 para prevenir la transmision vertical [21]. El inicio del tratamiento
antirretroviral (TAR) supuso una caida en la mortalidad por el VIH.

Mas tarde, en 1995 se aceptd el primer inhibidor de proteasa (PI) (saquinavir) (22), en 1996 el
primer inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de nucledsidos (NNRTI) (nevirapina) [23], vy
en 1997 se comercializé el Combivir©, el primer comprimido Unico que contenia dos inhibidores de
la transcriptasa inversa andlogos de nucledsidos (NRTI) (lamivudina y zidovudina) (24). El hecho de
disponer de un comprimido Unico facilitd la toma de medicacidén antirretroviral y el TAR se convirtié
en el “Standard of Care” del tratamiento por el VIH.

El afio 2000 se inicié una bajada de los precios de los antirretrovirales tras el acuerdo de ONUSIDA
(Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/Sida) con varias farmacéuticas, y el afio
2001 comenzé la comercializacién de farmacos genéricos [25]. En 2002, se iniciaron multiples planes
para combatir el SIDA puesto que se habia convertido en la primera causa de muerte en el Africa
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Subsahariana y la 49 causa a nivel mundial [26]. En este contexto, cobrd vital importancia la
prevencion del VIH, y se iniciaron estudios para una nueva estrategia de actuacién global: la
profilaxis preexposicién (PrEP). En 2010 se publicaron los resultados del primer estudio de profilaxis
preexposicion (iPrex)[27], y 2 afios mas tarde, en 2012, se aprobd el uso de la PrEP por la FDA [28],
una estrategia que ha probado ser eficaz y que se ha implementado en el sistema nacional de salud
(SNS). En 2015, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) modificé las guias de tratamiento, en las
gue recomendaban iniciar TAR en todas las personas que viven con VIH (PLHIV de las siglas en inglés
People Who Live With HIV) [29]. Desde entonces, se han desarrollado nuevos farmacos que aportan
una accién éptima en cuanto al control virolégico, con menores efectos adversos que los regimenes
previos, lo que ha permitido mejorar la calidad de vida de las PLHIV. Finalmente, en la ultima década,
los esfuerzos se han centrado en el desarrollo de formulaciones parenterales de larga acciéon, como
cabotegravir-rilpivirina (29) que es un tratamiento antirretroviral inyectable de larga accién o un
anillo vaginal que contiene antirretrovirales como islatravir [31] o dapivirina [32].

First ISTI
approved:
Ra\legr?

First NRTI,
and first drug
approved for
treatment:

Zidovudine

First
combination
pil
Combivir®

First PI
approved

First
description of
AIDS

®
Tm:’;da Tenofovir ala.®
Descov
Prep? v

Bictegravir

npren: Biktarvy®
Emtricitabine Genvoya®| poravirine
Atripla® Delstrigo® Dovato®
Didar‘losine Stavudine : Tenofovir d.f.! Elratlfirina Dalut‘egravlr Symtuza® Dapirivine?
I

1991 1994 1995 1996 1997 1999 2001 2003 2005 2006 2007 2008 2012 2013 2015 2016 2018 2019

1981-1985> 1986-1990 >  1991-1995 1996-2000 > 2001-2005 >  2006-2010 2016-2020

2018 2020
[

F
Cenicriviroc®

1996 1997 19982000 2002 2003 2004 2011 2012
| |

Kaletra® Trizivir® | Truvada® Rilpivirine
Epzicom® Complera® Cobicistat
Triumeq®

1992 1995

2014
I I

Zalcitabine Lamivudine

Delavirdine

Efavirenz
Abacavir First fusion
f inhibitar

approved:
Enfuvlrllde

Cabotegravir®

Stribild®

First

monoclanal Ab
approved:
Ibalizumab

Figura 1. Linea del tiempo del desarrollo de las terapias antirretrovirales: Los hitos se muestran en
circulo. Los afios muestran la fecha en que la FDA aprobd su uso. Se ha empleado una codificacidn
por colores segun grupo de farmacos: Rojo = inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de
nucledsidos (NRTI); naranja = inhibidor de la proteasa (PI), verde = inhibidor de la transcriptasa
inversa no analogo de nucledsidos (NNRTI); azul = inhibidor de la fusidon, morado = inhibidor de la
integrasa, marrén = inhibidor de la entrada, rosa = inhibidor de la translocacion de nucledsido de la
transcriptasa inversa (NRTTI), gris = potenciador sin actividad antiviral (andlogo de ritonavir). Los
nombres comerciales se muestran en negro y negrita. Tenofovir Disoproxil Fumarato; ’PrEP =
Profilaxis preexposicion; * Tenofovir alafenamida; *Pendiente de aprobacién de la FDA para la
formulacién en anillo vaginal, > Actualmente en ensayos de fase lll, e Aprobado en 2021 como
primer farmaco inyectable de accidn prolongada y que se coadministra con la formulacién de larga
duracion de rilpivirina. Imagen extraida de Cheney et al. 2021 [33].
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Para 2020, ONUSIDA marcé los llamados objetivos 90-90-90 (90% de PLHIV diagnosticadas, 90% de
personas diagnosticadas bajo tratamiento antirretroviral, y de estos, el 90% con carga viral (CV)
indetectable), que desgraciadamente todavia no se han cumplido a nivel global [34]. Segun los datos
revisados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [35] y ONUSIDA [36] (Figura 2) en
noviembre 2021, a finales de 2020 en el mundo habia 37.7 millones de personas viviendo con VIH
[30.2-45.1 millones], de las cuales 25.4 millones se encuentran en la region africana de la OMS, 1.7
millones eran nifios y nifas de entre 0-14 afios, y el 53% eran mujeres y nifias. El VIH se ha cobrado
la vida de 36.3 millones de personas [27.2-47.8 millones]. El 2020, 680000 personas [480000- 1
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millén] murieron por causas relacionadas con el VIH y 1.5 millones [1-2 millones] adquirieron el VIH.
Sin embargo, lejos de alcanzar los objetivos establecidos por ONUSIDA de 90-90-90, Unicamente el
84% de las PLHIV conocen su estatus seroldgico, el 73% tiene acceso al TAR, y el 66% se encuentran
virolégicamente suprimidos. Ademas, el impacto de la pandemia de COVID ha tenido un gran
impacto en el acceso a circuitos de diagndstico de VIH, seguimiento y acceso al tratamiento. Los
objetivos establecidos por ONUSIDA de 90-90-90 han sido ampliados a 95-95-95 para el 2030.

1.5 million

People newly infected

-31%
New infections/year
relative to 2010

0.68 million

HIV-related deaths

-47%
Deaths/year
relative to 2010

2020
Globally

37.7 million

People living with HIV

+23%

Relative to 2010

Source: UNAIDS/WHO and KFF.org

Figura 2. Estado global de la epidemia de VIH en 2020: El afio 2020 habia 37.7 millones de PLHIV, lo
que supone un 23% mas que en 2010. Ese afio se infectaron 1.5 millones de personas, un 31%
menos que en 2010. Se contabilizaron 680000 millones de muertes relacionadas con el VIH, un 47%
menos que en 2010. Imagen extraida de https://asm.org/Resource-Pages/HIV-AIDS-Resources.
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1.2 ElVirus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El VIH (tipo 1 y tipo 2) es un retrovirus que pertenece a la familia Retroviridae, cuya caracteristica
principal es que el material genético se almacena a modo de RNA, y que se convierte en DNA al
infectar las células huéspedes gracias a la enzima transcriptasa inversa. Dentro de esta familia se

encuentran multiples virus que se han asociado con otras patologias como el cancer, la leucemia o
las enfermedades neuroldgicas[37,38]. La familia Retroviridae se divide en dos subfamilias:
Spumaretroviridae, y Ortoretrovirinae, en el que se encuentra el género Lentiviridae[39], género al
que pertenecen el VIH-1, VIH-2 y el SIV (Virus de la Inmunodeficiencia de Simia)[40,41] (Figura 3).

Lentivirus
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Figura 3. Andlisis filogenético de los retrovirus: El género Lentiviridae que incluye el VIH-1 y VIH-2
ha sido remarcado en un recuadro azul para su mejor identificacion. Imagen extraida de MacLachlan
et al. 2016. [42]

Algunos de estos retrovirus se integran el genoma del huésped y pueden ser transmitidos como virus
endogenos a futuras generaciones. El estudio de los retrovirus ha contribuido a la identificacion de
los oncogenes y la comprensién de la expresion génica de las células procariotas, mostrando su
utilidad en la investigacion y en la terapia génica[41].

1.2.1 Estructura del VIH

El VIH es un virus de forma esférica, de unos 80-120nm de didmetro, cubierta con una
envuelta [43]. Su estructura se compone de los siguientes elementos (Figura 4):
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Figura 4. Estructura del VIH: Representacidn grafica de la estructura de una particula viral infecciosa
del VIH. Imagen extraida de https://www.niaid.nih.gov/news-events/niaid-hiv-research-images

e Envuelta (Lipid membrane): Bicapa lipidica proveniente del huésped, en la que se ancla
la espicula Env conformada por la glicoproteina de superficie gp120 y la glicoproteina
transmembrana gp41l. La estructura gp120 se une al receptor primario de CD4 y a los
correceptores CCR5 y CXCR4 [44] y la estructura gpd4l promueve la fusién de las
membranas viral y celular del huésped (45).

e Matriz (Matrix): Membrana compuesta por la proteina de la matriz p17 (MA), que
cumple su funcién principal en la regulacién de la replicaciéon y ciclo vital del virus. Se
postula que existen dos subunidades de MA: una anclada en el precursor de Gag de la
célula huésped (cMA), y la otra anclada a los viriones (vMA) [46,47].

e Cdpside (Capsid): Estructura cdnica compuesta principalmente por hexdmeros vy
pentdmeros de la proteina de la cdpside CA, localizada en el centro del virion [48].
Contiene el material genético del virus (RNA gendmico, gRNA) y las enzimas
transcriptasa inversa (RT) e Integrasa (IN). Recientemente se ha descubierto que la
capside desempeiia un papel imprescindible en el mantenimiento del gRNA intacto, y en
el proceso de desensamblaje del core [49,50]

e Genoma viral (Viral RNA): Estda compuesto por dos cadenas idénticas de RNA
monocatenario, que mediante la RT se transcribe como DNA y se integra en el genoma
del huésped para posteriormente replicarse y generar nuevos viriones. El genoma de
todos los retrovirus contiene 3 genes estructurales imprescindibles:

e Gag: Codifica las proteinas estructurales internas que conforman la matriz
(MA), la cépside (CA) y la nucleoproteina (NC), entre otras.

e Pol: Precursor las enzimas necesarias para generar nuevos virus, como son
la transcriptasa inversa (RT), proteasa (PR), integrasa (IN) y RNasa H.

e Env: Codifica las proteinas que conforman la envuelta, como son la
glicoproteina de superficie gp120 (SU) y la proteina transmembrana gp41
(TM).

Los lentivirus, ademds de estos genes estructurales, contienen de 6 genes reguladores
mas: tat, rev, nef, vif, vpr y vpu [51].

1.2.2 Ciclo de replicacion del VIH

El ciclo vital del VIH es un proceso complejo, que se puede dividir en distintas etapas y se
estima que puede durar de uno a dos dias. La fase temprana comprende desde la union del
virus a la célula hasta la integracion del genoma en el DNA del huésped, y la fase tardia abarca
desde la expresion génica hasta la liberacidn de viriones maduros [52]. El virus del VIH infecta
principalmente linfocitos T-CD4, pero también macréfagos y células dendriticas. Los
macrdéfagos, por ejemplo, son capaces de producir viriones durante semanas y de almacenar
viriones infecciosos en el medio intracelular. A continuacidn, se describen en detalle las etapas
del ciclo de replicacion (Figura 5):

e Entrada: El primer paso del ciclo replicativo consiste en la entrada del virus a la célula
huésped, que ocurre en dos fases: union y fusion. En primer lugar, la espicula Env, que
contiene gp120 y gp41 interacciona con la membrana celular. La proteina gp120 se une
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al receptor principal de CD4, dando lugar a una formacién de puentes que dejan al
descubierto la regién de unién de los correceptores principal CCR5 o CXCR4. Esta unién
da lugar a la insercién del péptido de fusion de la gp41l en la membrana celular,
favoreciendo la fusién de la membrana del virus con la membrana celular del huésped.
La importancia de estos correceptores reside en que, en primer lugar, determinan el
tropismo del virus y que juegan un papel vital en la capacidad infectiva del virus. En
funcién del correceptor con el que interaccionan, el VIH se clasifica como tropismo
CCR5 o CXCR4. Por otro lado, se conocen casos de curacidn espontdnea del virus en los
pacientes conocidos como paciente de Berlin, Londres, Esperanza y recientemente en
Estados Unidos de América. En estos casos los pacientes habian recibido un trasplante
de médula 6sea o células madre de un donante que era portador de la mutacién
CCR5A32. Esta mutacién imposibilita que el virus pueda interaccionar con el
correceptor CCR5, impidiendo asi su entrada en la célula. Ademas, los correceptores se
han utilizado como diana terapéutica mediante los inhibidores de la fusidn (Enfurtivide)
y los antagonistas de CCR5 (Maraviroc) [53].
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Figura 5. Ciclo replicativo del VIH: La infeccidn se inicia cuando el VIH se fusiona con la superficie de
la célula huésped (1) y el genoma y las proteinas virales entran a la célula (2). La transcriptasa
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inversa convierte el RNA viral en DNA (3) que es transportado a través del nucleo y la integrasa
integra el DNA viral en el DNA del huésped (4). La maquinaria de transcripcién del huésped
convierte el DNA del VIH en multiples copias de nuevo RNA viral (5) que serviran para crear
proteinas virales y nuevos viriones inmaduros (6). Finalmente, el virus es liberado y la proteasa
escinde glicoproteinas recién creadas para dar lugar a virus infectivos maduros. Imagen extraida de
https://www.niaid.nih.gov/diseases-conditions/hiv-replication-cycle

e Desensamblaje y sintesis de DNA viral: Tras la entrada del virus a la célula huésped,
dentro de la capside se inicia el proceso de la retrotranscripcion. La transcriptasa inversa
es una polimerasa lenta, que emplea como sustrato la cadena gRNA para polimerizarla
en una DNA de doble cadena complementaria (cDNA) y a su vez mediante la actividad de
RNasa H, degradar el RNA viral. El inicio de esta fase sucede dentro de la capside que
ofrece un entorno favorable para que esta reaccion suceda [54]. El inicio de la
retrotranscripcidon es una sefial clave para que la proteina CA sufra un cambio la rigidez
de su estructura, se diluya, y tanto el material genético como la RT y la IN sean liberados
al citosol de la célula huésped [55]. La transcriptasa inversa, junto con su gran capacidad
de produccién masiva de virus (2 x 10° viriones al dia) y su alta tasa de mutaciones (1
error por cada 10000 nucléotidos), confiere al virus la capacidad de adaptarse
rapidamente al nuevo entorno y generar resistencias frente a los farmacos
antiretrovirales. Esta enzima se ha utilizado como diana terapéutica desde los inicios de
la terapia antirretroviral, y tanto los inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos
como no analogos, hoy en dia siguen siendo la columna vertebral del tratamiento
antiretroviral combinado [56].

e Integracion: El DNA proviral es transportado al nucleo de la célula huésped por los
nucleoporos mediante proteinas, y gracias a la enzima de Integrasa, se incorpora en el
genoma del huésped. La integrasa corta ambas cadenas de DNA viral en el final 3', que
en el nudcleo de la célula huésped se une al DNA del huésped de manera aleatoria,
aunque se han identificado algunas zonas en las que estratégicamente se une el DNA. De
esta manera el DNA proviral queda integrado en DNA de la célula, conformando los
provirus estables [57] para su posterior replicacidon junto con el DNA del huésped. En
algunas células de larga vida media, como las células T de memoria, el genoma viral
integrado llamado provirus, puede mantenerse silente e inactivo durante afios. Esto
permite al virus escapar del sistema inmune y establecer reservorios que los
tratamientos disponibles hoy en dia no son capaces de eliminar. Los inhibidores de la
integrasa han cobrado especial importancia como farmacos antirretrovirales, y junto con
los inhibidores de la transcriptasa inversa, se han convertido en farmacos de primera
linea en las guias clinicas actuales [58].

e Transcripcion, exportacion y traduccion: Una vez que el DNA proviral estd integrado en
el genoma del huésped, el virus emplea la enzima del huésped RNA polimerasa Il (Pol 11)
para sintetizar RNA gendmico y RNA mensajero (mRNA). Este proceso se divide en las
fases de pre-iniciacidn, iniciacién, aclaramiento del promotor, elongacién y terminacion.
La transcripcidn se inicia por el promotor viral, ubicado en el final 5" y requiere la
proteina transactivadora Tat y el factor de elongacién de la transcripcidn positiva b (P-
TEFb) [59]. Tat permite la sintesis de transcripciones de VIH de tamafio completo y la de
>25 mRNA de distinto tamafio, segun el splicing (“corte y empalme”) sufrido [52]:
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- RNA sin splicing: Sirven como RNA gendmico o para la produccién de precursores
de Gag y Gag-Pol.
- RNA con splicing Unico: Codifican las proteinas Vif, Vpr, Vpu y Envi
- RNA con splicing completo: Expresan Tat, Rev y Nef
Los mMRNA de menor tamafio seran transportados automaticamente fuera del nucleo,
pero aquellos fragmentos de mayor tamano requeriran la accion de la proteina Rev.

e Ensamblaje y gemacion: El ensamblaje es un proceso complejo, resultado de una
extensa interaccion entre el gRNA y multiples moléculas de la proteina viral Gag en la
membrana plasmatica[60]. El precursor de la poliproteina GagPol contiene las enzimas
RT, PR e IN, y la proteina Gag contiene las proteinas MA, CA y NC. La proteina MA
transporta Gag a la membrana plasmatica, y promueve la incorporacion de la
glicoproteina Env en los nuevos viriones. La proteina CA promueve la multimerizacidn de
Gag y GagPol, y NC recluta las dos copias de gRNA en los viriones. Posteriormente Gag
recluta la maquinaria celular para la escisién celular para la liberacidon de particulas
virales[61].

e Maduracidn: Las particulas de VIH son liberadas en la forma inmadura y no infecciosa,
envueltas por una capa de precursores de Gag y Gag-Pol. Para la actividad infectiva del
virus es necesaria la accion de la proteasa viral [62]. Tras el proceso de gemacion, se
activan estas proteasas virales que escinden los precursores de Gag y Gag-Pol [52] dando
lugar a un cambio morfolégico conocido como maduracién [61]. Asi, se forman nuevos
virus infectivos que iniciardan un nuevo ciclo vital.
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1.3  Patogénesis del VIH/SIDA

La patogénesis de la infeccidn por el VIH se organiza en diferentes fases (Figura 6) : 1) la transmision
del virus a través de la mucosa, 2) una fase aguda que se caracteriza por una intensa y rapida
replicacion viral y destruccidn inicial de linfocitos T-CD4, para posteriormente dar paso a 3) una fase

latente que puede durar afios, en la que la replicacién del virus se estabiliza y la destruccién de CD4
es lentamente progresiva, hasta dar lugar a 4) una fase final o fase SIDA. En esta etapa, destacan las
infecciones por gérmenes oportunistas, y finalmente la muerte. Sin embargo, el TAR ha cambiado
significativamente la historia natural de la enfermedad, lo que ha reducido significativamente llegar
a la fase SIDA y por consiguiente, la muerte. A continuacion, se detalla cada fase natural del virus por
separado. La patogénesis del VIH/SIDA bajo TAR se detalla en un apartado especial.
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Figura 6. Fases de la infeccion por el VIH. El virus atraviesa la barrera mucosa y se inicia la
propagacion a través de las células T-CD4 * parcialmente activadas. La propagacion de bajo nivel que
se da inicialmente da lugar a una propagacién masiva en la lamina propia del GALT. Posteriormente
el virus se disemina hacia los tejidos linfaticos secundarios y se establecen los reservorios virales.
Esto provoca una activacidon inmune que es capaz de controlar la replicacién viral solo parcialmente,
manteniéndose una produccion viral sostenida. Abreviaturas: CTLs: Linfocitos T citotdxicos, DC:
Célula dendritica, PD-1: Programmed Death-1. Imagen extraida de Moir et al. 2011, [63]

Fase 1y Fase 2) Transmision e infeccion aguda:
La propagacién lenta inicial se da en células T-CD4" parcialmente infectadas, para luego
propagarse masivamente a través de los ganglios linfaticos hasta el tejido linfoide asociado al
intestino (GALT) [63]. En el caso de la via de transmisién sexual (la mas frecuente hoy en dia
[64]), el virus fundador infecta las células T-CD4" que se encuentran en la ldmina propia de la
barrera mucosa que expresan CCR5" [65]. Entre los dias 4-11 de la transmisién de este virus
fundador se da un rapido aumento de la replicacién viral que se traduce en una viremia masiva
gue puede llegar a 10 millones de copias/ml (Figura 7). A las dos semanas de la transmision, en
contexto de esta viremia masiva la persona puede experimentar sintomas gripales, fiebre o
adenopatias. Durante este tiempo el virus se disemina a otros tejidos linfoides y se establece el
reservorio viral [63], que es constituido por células persistentemente infectadas como pueden
ser los macréfagos. Estos se encargan de mantener la infeccidn y rellenar el reservorio [66]. La
importancia de reservorio radica en que no es posible eliminarlo con el TAR disponible, aunque
11
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su inicio precoz puede disminuir el tamafio del reservorio viral. Ademas, se produce una
induccion de quimiocinas y citoquinas inflamatorias [67], y una destruccidn masiva de linfocitos
T-CD4", bien por accién directa o accion citotdxica [65]. La deplecidn severa de T-CD4" se asocia
principalmente a la deplecién masiva de las células CD4" de memoria CCR5" del GALT. Tras la
infeccidn, hay una respuesta compensadora a la destruccidn aguda del compartimento de CD4
memoria, lo que da lugar a una la proliferacién de linfocitos T-CD4" de memoria. No obstante,
esta respuesta es incompleta e insuficiente y en muchas ocasiones, destinada a fracasar. La
destruccién temprana del compartimento de T-CD4" memoria aumenta el riesgo de invasién de
patégenos locales, y contribuye a una hiperactivacion inmune crénica y destruccion del
microentorno, asociado con la progresidn de la infeccion [65]. A las 3-4 semanas del inicio de la
infeccién, gracias a los anticuerpos y la respuesta T-CD8', disminuye la replicacién viral,
manteniendo una carga viral estable, y se recuperan los T-CD4", aunque sin llegar a los valores
previos a la infeccién.
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Figura 7. Cinética de los eventos virales e inmunoldgicos en la infeccion aguda y crénica por VIH: El
reservorio viral se establece durante la fase aguda de la infeccidon, justo tras la aparicidon de la
viremia plasmatica. Durante la fase aguda de la infeccidn, caracterizada por la replicacién masiva del
virus y niveles altos de viremia plasmatica, en algunas personas tiene lugar un sindrome agudo de
VIH, y el virus se disemina rapidamente a varios érganos linfoides, causando una deplecion de T-
CD4". Aunque en esta fase aguda se desarrolla una respuesta inmunitaria contra el VIH, compuesta
por linfocitos T-CD8" especificos y anticuerpos, rapidamente emergen mutantes de escape viral. Asi,
finalmente tiene lugar el establecimiento del set point viral. Abreviaturas: ELISA: Enzyme-linked
immunosorbent assay; PCR: Polymerase-chain-reaction. Imagen extraida de Moir et al. 2011, [63]

Fase 3) Infeccion cronica

Tras la infeccién aguda, se inicia la fase crénica o latente, que habitualmente es asintomatica.
Esta etapa suele durar entre 7-10 afios, en funcién de la velocidad de la pérdida de CD4".
Gracias a la respuesta inmune generada a través de los linfocitos CD8" citotdxicos y los
anticuerpos, hay una caida en la replicacion viral, la cual se estabiliza y se convierte en
persistente [68]. Esta viremia crénica induce fendmenos entre los que se encuentran un
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elevado turnover celular (apoptosis de T-CD4" y produccién de T-CD4" en el timo) y cambios en
la funcién y el fenotipo de las células, que se relacionan con una hiperactivacion inmune [63].
Tras la pérdida masiva de T-CD4" que ocurre en la fase aguda, el declive de los recuentos de T-
CD4" sucede progresivamente.

Iniciar el TAR en fases avanzadas de esta etapa, puede generar peor respuesta al tratamiento y
una pobre respuesta inmune al mismo, problema que se abarca en la presente tesis.

Fase 4) Fase final o fase SIDA

Si no se realiza ninguna intervencién terapéutica y la enfermedad progresa en su fase
asintomatica, el recuento de T-CD4" decae hasta llegar al recuento critico de 200células/pl, cifra
en la cual existe riesgo de contraer infecciones oportunistas (10) que finalmente pueden causar
la muerte. Estas infecciones oportunistas u otras enfermedades asociadas a la inmunosupresion
severa son condiciones que constituyen la definicién de SIDA segun la clasificacion del CDC [69].
Gracias al desarrollo del TAR, el nimero de personas que llegan a esta fase se ha reducido
drasticamente, a pesar de que algunos individuos son incapaces de restaurar correctamente el
sistema inmune.
1.3.1 Patogénesis del VIH/SIDA bajo tratamiento antiretroviral
El desarrollo de las terapias antirretrovirales ha cambiado sustantivamente la historia natural
de la enfermedad, reduciendo drasticamente la mortalidad por VIH y las comorbilidades
asociadas. Las PLHIV que gracias al TAR consiguen la supresion viroldgica y restauran
exitosamente los recuentos de CD4" tienen una esperanza de vida similar a las personas que
no viven con VIH [70]. Se ha demostrado que iniciar TAR en las etapas iniciales de la infeccion
puede reducir la progresion de la enfermedad y reducir el riesgo de transmision [71]. Es
conocido que, a mayor progresion de la enfermedad, menores recuentos de T-CD4", y que un
nadir bajo de T-CD4" al inicio del TAR es un factor prondstico para una respuesta inmune
incompleta. Aproximadamente a los 3 meses de haber iniciado el TAR, la carga viral disminuye
por debajo de las concentraciones detectables por los dispositivos disponibles. Esta reduccién

en la carga viral se acompafia de un aumento de células T-CD4+ y una disminucién de la
hiperactivacién inmune. Sin embargo, aunque la activacidon inmune disminuya, se mantiene un
ambiente de inflamacidn crénica de bajo grado, mayor que en personas sanas. Ademas,
aunque la replicacién viral se controle, el virus persiste latente en los reservorios, lo que
impide la cura de la infeccién.
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Figura 8. Historia natural de la infeccion por VIH no tratada y los cambios tras el TAR: A) En la
infeccion por VIH no tratada, hay una pérdida progresiva de T-CD4" circulantes, pero los T-CD4" del
tracto gastrointestinal se deplecionan rapidamente. B) La respuesta aguda a la infeccién por VIH
incluye un aumento importante de los marcadores de activacion inmune y la produccion de
anticuerpos no neutralizantes y células T-CD4" y T-CD8" especificas que se relacionan
temporalmente con un descenso plasmatico de RNA de VIH. C) Tras el TAR, el RNA del VIH
disminuye significativamente y se da una recuperacién de T-CD4". Por otro lado, la recuperacién de
células T-CD4" en el tracto gastrointestinal estd disminuida. D) Con la reduccién de RNA de VIH y
antigenos virales, las células T VIH especificas disminuyen tras el tratamiento antirretroviral,
mientras que los anticuerpos persisten en todos los pacientes. La activacion inmune disminuye tras
la terapia antirretroviral, pero en la mayoria de los pacientes se mantienen significativamente
elevados en comparacion a los controles sanos. Abreviaturas: GIT: Tracto gastrointestinal; LPS:

Lipopolisacaridos. Imagen extraida de Marteens et al. 2014, [67]

El desarrollo de nuevos farmacos antirretrovirales ha mejorado el perfil de seguridad y eficacia
de los mismos, reduciendo toxicidad secundaria a farmacos y ofreciendo alternativas para
casos de resistencia a los tratamientos preexistentes. El problema reside en que para aquellas
personas con una pobre respuesta inmune e incapacidad para restaurar los recuentos de CD4"
aun no disponemos de estrategias terapéuticas que optimicen la ganancia de CD4".
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2. Respuesta inmunitaria al VIH

Tras la infeccién inicial por VIH, el organismo responde produciendo una respuesta inmune
mediante la activacion de células innatas, células B y T. Esta activacidon inmune, aunque necesaria, se
relaciona con la progresiéon de la enfermedad [72]. En los proximos apartados se abordara la
respuesta inmune natural a la infeccidn por VIH, en qué consiste la respuesta inmune discordante y
los mecanismos implicados en ello.

2.1. Respuesta innata y adaptativa
La respuesta inmune se inicia conforme hay un aumento de la viremia. En primer lugar, las células T-
CD4 * CCRS5 " infectadas, los Natural Killer (NK), células dendriticas, monocitos, macréfagos y células
T VIH especificas producen citoquinas proinflamatorias que a su vez estimulan la sintesis de
proteinas de fase aguda. La produccion de citoquinas aumenta al tiempo que aumenta la viremia,
pudiendo encontrar distintos perfiles cinéticos seglin cada citoquina [73]:
e |L-15, interferédn tipo | (IFN), Ligando de quimiocina CXC 10 (CXCL10): Aumentan
rapidamente, pero de manera transitoria.
e |L-18, Factor de necrosis tumoral (TNF), Interferon Gamma (IFNy), IL-22: Aumentan
rapidamente y sus niveles se mantienen elevados.
e |L-10: Aumenta tardiamente

Esta produccidn de citoquinas estimula la respuesta innata, pero a su vez facilita la replicacién viral.
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Figura 9. Cinética de la elevacion de las proteinas de fase aguda en la infeccion por VIH: Al inicio de
la infeccidn tiene lugar un incremento rapido de IL-15, IFN a y CXCL10, seguido de una elevacion de
TNF, IL-18 y por ultimo IL-10 y IL-22. Imagen extraida de McMichael et al. 2009. [74]

A las 3 semanas de la infeccidon aguda, tiene lugar el pico de viremia, en el que se detecta un Unico
virus fundador, sin variantes, y se forman inmunocomplejos de virus-anticuerpo, detectandose
anticuerpos no neutralizantes antigp41 tipo I1gM e IgA, que no son efectivos para controlar la
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infeccidn por VIH ni seleccionan mutaciones de escape [75]. Tras 1-2 semanas de este pico, ocurre
un pico de respuesta de células T hacia el virus inicial, en el que se pueden detectar linfocitos T-CD8"
citotdxicos (Figura 11). Estos linfocitos T-CD8" producen la muerte de las células infectadas por VIH,
y contribuyen al descenso de la viremia, siendo un factor imprescindible para el viral set point (punto
en el que la viremia se hace estable) [65]. Sin embargo, esta respuesta es tardia e insuficiente y, a
largo plazo su respuesta como células de memoria es reducida y disfuncional. Las 12-20 semanas
siguientes, ocurre un descenso progresivo de la viremia, espacio temporal en el que el virus se
diversifica y aparecen mutaciones de escape viral [74]: el virus produce mutaciones en los epitopos
que identifican los T-CD8 *, de modo que estos nuevos mutantes no son detectados por los T-CD8" y
escapan al sistema inmune. A medida que ocurre la seleccién de virus mutantes, disminuye la
respuesta T especifica y hay un agotamiento de células T especificas, caracterizado por un aumento
de expresion de PD-1 (Programmed Death-1).
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Figura 10. Grafica de las primeras respuestas inmunes innatas y adaptativas tras la infeccion por
VIH: La primera respuesta inmune detectable es la elevacion de las concentraciones plasmaticas de
proteinas de fase aguda, incluso en la fase de eclipse cuando la replicacidn viral estd limitada a las
mucosas. Cuando el virus es detectado en plasma por primera vez (TO) se observa una elevacion de
citoquinas plasmaticas. Los primeros dias de la infeccidn también se establece el reservorio viral. A
los pocos dias, la viremia plasmatica sigue aumentando, y es cuando se detectan los primeros
complejos de anticuerpos-virus. La expansion de células T-CD8" especificos inicia antes del pico de
viremia, seguido por la deteccidn de anticuerpos no neutralizantes IgM contra la glicoproteina gp41.
El escape viral de mutantes suele ocurrir aproximadamente a los 10 dias de la expansion de células
T-CD8'. Los anticuerpos neutralizantes se detectan en torno a los 80 dias tras la infeccién, antes de
que establezca el set point viral. Las semanas siguientes emergen los mutantes de escape viral de los
anticuerpos. Imagen extraida de McMichael et al. 2009. [74]

Aproximadamente a las 12 semanas ocurre la produccién de anticuerpos neutralizantes y se da la
seroconversién. En aproximadamente el 20% de los pacientes se producen anticuerpos ampliamente
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neutralizantes, capaces de neutralizar varios subtipos de VIH. La accién de estos anticuerpos deriva
en la sustitucién de virus sensibles por virus resistentes que escapan al sistema inmune. Estos virus
presentan mutaciones sobre todo en el gen Env, y su envuelta se encuentra mas glicosilada [76]. Los
anticuerpos neutralizantes se han empleado como diana en el desarrollo de las vacunas, sin poder
obtener una terapia eficaz a dia de hoy.

Al iniciar el TAR y alcanzar la supresidon viroldgica, hay una mejoria en la respuesta inmune innata
tanto cuantitativa como cualitativa: hay un aumento de células T-CD4", una disminucién de células T-
CD8" VIH especificas y una mejoria en su funcionalidad.

2.2, Respuesta inmune discordante

Tal y como se ha mencionado en los apartados anteriores, en la historia natural de la infeccién por
VIH ocurre una destruccion progresiva de células T-CD4" a lo largo de los afios, hasta alcanzar el
dintel critico de <200 células/pl. Llegados a este punto, aparecen las infecciones oportunistas y otras
patologias asociadas al VIH, y finalmente la muerte. Desde que se han desarrollado diversas terapias
antirretrovirales, la morbimortalidad por VIH se ha reducido considerablemente. El TAR consigue
controlar la replicacion viral, obteniendo una correcta supresion viroldgica y por consiguiente un
aumento de los recuentos de células T-CD4" y mejoria de su funcionalidad. Sin embargo, hasta un
tercio de los pacientes no consiguen recuperar los niveles de T-CD4" a pesar de una correcta
supresién viroldgica. Estas personas son denominadas inmunoldgicamente no recuperadores o no
respondedores (INR), y suponen un reto para la comunidad cientifica.

Los pacientes bajo supresidn viroldgica que no recuperan los niveles de CD4" tienen mayor riesgo de
progresion clinica que los pacientes con una correcta recuperacion inmune, pudiendo desarrollar
tanto eventos definitorios de SIDA o neoplasias asociadas al VIH, como complicaciones no
relacionadas con el VIH (Sindrome metabdlico (SM), enfermedad hepatica, cardiovascular,
neoplasias no relacionadas con VIH y alteraciones neurocognitivas asociadas con el VIH) [77,78] y
muerte [79,80]. El riesgo de muerte disminuye a lo largo del tiempo que el paciente se encuentre en
supresion viroldgica: el riesgo es mayor los primeros 6 meses, pero disminuye un 65% por afio de
supresioén viroldgica [81]. Por otro lado, la propia infeccidon por VIH acelera la inmunosenescencia,
dado lugar a caracteristicas fisioldgicas que en otras condiciones se relacionan con los ancianos,
como pueden ser la osteoporosis, aterosclerosis, deterioro cognitivo y fragilidad, ademas de generar
un entorno de inflamacidn crénica [82]. Esto pone de manifiesto la necesidad de identificar
correctamente a estos pacientes y monitorizarlos estrechamente. Ademas, serd necesario conocer
detalladamente los mecanismos implicados en la pobre respuesta inmune para poder desarrollar
biomarcadores predictivos y estrategias dirigidas a estas dianas que puedan mejorar la recuperacion
de CD4" y su funcionalidad. Es conocido que los valores de células T-CD4" al inicio del TAR son un
factor decisivo en cuanto a la recuperacién de T-CD4" y predicen la posibilidad de eventos SIDA y
muerte (8) (Figura). Es decir, los pacientes que inicien TAR con niveles mas bajos de CD4", tienen
mayor probabilidad de no obtener una recuperacién inmune satisfactoria. Por este motivo, se han
disefiado estudios que analizan la eficacia y seguridad de iniciar TAR de forma temprana mediante la
estrategia test and treat, antes de que haya un descenso significativo de los CD4". Asi, los estudios
STAT [83,84] y FAST [85] han analizado los dos regimenes de tratamiento preferentes en el
momento de la redaccién de la presente tesis (DTG/3TC [Dovato©] y BIC/TAF/FTC [Biktarvy©]
respectivamente) para un inicio precoz del TAR con resultados favorables. En este sentido, las
politicas asistenciales estan siendo dirigidas hacia un abordaje test and treat. Cabe decir que para
llegar a este punto, en primera instancia se debe potenciar la realizacion de pruebas diagndsticas de
VIH para evitar los diagndsticos tardios (DT). El 46.8% de los casos de VIH diagnosticados en Espafia
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en 2020 fueron DT [86] (se tomd como definicién de DT un recuento de T-CD4+ al diagndstico <350
células/pl).

Segun diversos estudios, tras iniciar el TAR, el aumento del recuento de T-CD4" suele ser bifasico: En
una primera fase que sucede los primeros 3-6 meses [87], hay un incremento rdpido, debido a la
liberacion de células CD4 de memoria de los tejidos linfoides y una reduccién de la activacién de
células T. En una segunda fase que dura aproximadamente 4-6 afios, hay un lento aumento, basado
en la produccién timica de linfocitos T-CD4 naive y de memoria [88]. En cuanto al régimen de TAR
empleado, los estudios disponibles no han observado diferencias significativas en la recuperacion de
T-CD4" entre diferentes pautas.

La prevalencia de pacientes INR varia desde el 10% al 40% en funcién a la cohorte analizada y la
definicidon escogida ya que no existe una Unica definicion de respuesta inmune discordante. En la
literatura existente, se han empleado diversos criterios, teniendo en cuenta los valores absolutos de
T-CD4", la ganancia de CD4" y el tiempo de recuperacion [89,90]. En una revisidn sistematica, se
detectaron 22 términos y hasta 73 definiciones de INR, lo que hace dificil la unificacién de una sola
definicion [89].

A continuacion, se muestra una tabla (Tabla 1) que recoge diversas definiciones de INR e
inmunolégicamente respondedores (IR) con el objetivo de ilustrar la heterogeneidad en las
definiciones.
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RESPUESTA INMUNE DISCORDANTE EN LA INFECCION POR EL VIH

Definition of “immunological nonresponder”

Total CD4* Tecell count < 500 cells/pl at 2=12 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.?

Increase in the CD4* T-cell count < 200 cells/pl from baseline at
7 years after ART initiation, with plasma HIV RMA < 200
copies/ml

Increase in the CD4* T-cell count < 20% from baseline and/for
CD4* Tecell counts < 200 cells/ul at 1=3 years after ART
initiation, with plasma HIV RMA < 50 copies/ml.

Increase in the CD4* T-cell count < 100 cells/pl from baseline at
1 year after ART initiation, with plasma HIV RMA
< 50 copies/ml.

Increase in the CD4* T-cell count < 50 cells/pl from baseline at
3=9 months after ART initiation, with an undetectable
plasma VL

Total CD4+ T-cell count < 200 cells/pl at 2 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.

Increase in the CD4* T-cell count < 200 cells/pl from baseline at
1 year after ART initiation, with plasma HIV RMA
< 50 copies/ml.

Total CD4* T-cell count < 350 cells/pl at 2 years after ART
initiation, with plasma HIV RMA = 50 copies/ml.

Total CD4+ T-cell count < 350 cells/pl and/for increase in the
CD4+ T=cell count < 30% from baseline at 1=10years after
ART initiation, with an undetectable plasma VL.

Total CD4* T-cell count < 500 cells/pl and CO4/CDE ratio < 1 at
8 years after ART initiation, with plasma HIV RMA
< 50 copies/ml.

Increase in the CD4* T-cell count < 400 cells/pl from baseline at
5 years after ART initiation, with an undetectable plasma VL.

Total CD4* T-cell count < 350 cells/pl at 2 years after ART
initiation, with an undetectable plasma WL

Total CD4+ T-cell count < 400 cells/pl at 2 years after ART
initiation, with plasma HIV RMA < 20 copies/ml.

Definition of “immunological responder”
Total CO4* T-cell count = 500 cellsful at 2=12 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.

Increase in the CO4* T=cell count = 500 cells/pl from baseline :
7 years after ART initiation, with plasma HIV RMA < 200
copies/mil.

Increase in the CO4* T=cell count > 20% from baseline and/or
CDa* Tecell counts > 200 cells/ul at 1=3 years after ART
initiation, with plasma HIWV RMA < 50 copies/ml.

Increasein the CO4* T-cell count = 100 cells/pl from baseline z
1year after ART initiation, with plasma HIV RMA
< 50 copies/ml.

Increase in the CO4* T-cell count > 50 cells/pl from baseline at
=% momths after ART initiation, with an undetectable
plasma VL.

Total CD4* T-cell count == 500 cellsfpl at 2 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.

Increase in the CO4* T-cell count = 200 cells/pl from baseline z
1 year after ART initiation, with plasma HIV RMA
<= 50 copies/ml.

Total CD4* T-cell count > 400 cells/yl at 2 years after ART
initiation, with plasma HIV RMA = 50 copies/ml.

Total CD4* T-cell count = 350 cells/pl andsfor increase inthe
CD4+ Te-cell count > 30% from baseline at 1=10vears after
ART initiation, with an undetectable plasma VL.

Total CO4* T-cell count > 200 cells/pl and CO4/CDS ratio < 1z
Byears after ART initiation, with plasma HIV RMA
< 50 copies/ml.

Increase in the CO4+ T-cell count = 400 cells/ul from baseline z
5years after ART initiation, with an undetectable plasma VL.

Total CD4* T-cell count > 500 cells/yl at 2 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.

Total CD4* T-cell count = 400 cellsfpl at 2 years after ART
initiation, with plasma HIWV RMA < 20 copies/ml.

Total CD4* Tecell count < 250 cells/pl at 2=3 years after ART
initiation_with an undetectable plasma Vi

Total CD4* T-cell count > 250 cells/pl at 2=3 years after ART
initiation with an undetectable plasma Wl

Increase in the CO4* T-cell count < 50 cells/pl from baseline at 1
year after ART initiation, with plasma HIV RMA < 40 copies/ml.

Total CD4* T-cell count < 270 cells/pl at 2 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.

Increase in the CO4* T-cell count = 100 cells/pl from baseline z
1 year after ART initiation, with plasma HIV RMA
< 40 copies/ml.

Total CD4* T-cell count > 270 cells/yl at 2 years after ART
initiation, with an undetectable plasma VL.

Tabla 1. Definiciones de IR y INR. La definicion adoptada en los trabajos de nuestro grupo estd
marcada en un recuadro rojo. Tabla extraida de Yang et al.2020 [90]

En los trabajos llevados a cabo por nuestro grupo, se ha empleado como definicion el recuento total
de T-CD4" <250células/pl bien tras 48 semanas (1 afio) [91] o 144 semanas (3 afios) [92] de iniciar el
TAR, siempre que se encuentren virolégicamente suprimidos (marcado en recuadro rojo en la tabla).

2.2.1. Mecanismos implicados en la respuesta inmune discordante
Hasta el momento actual, los mecanismos implicados en una pobre respuesta inmune no han

sido dilucidados completamente. Estos mecanismos son multiples y complejos, por lo que
ninguno de ellos es capaz de justificar la disfuncion inmune por si solo [90]. Entre estos
mecanismos se encuentran las caracteristicas tanto del virus como del huésped, junto con
diversas vias moleculares. Conocer y comprender los procesos implicados en la respuesta
inmune es de vital importancia para detectar biomarcadores que predigan una pobre
respuesta inmune y disefiar y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Tradicionalmente, se han relacionado con una respuesta inmune discordante, factores como
la edad avanzada, el sexo masculino, el tiempo transcurrido desde la infeccién por VIH hasta el
inicio del TAR, la coinfeccién por VHC (Virus de la hepatitis C) [93,94] y el nadir de T-CD4".
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El recuento de T-CD4'de una persona en un momento puntual, es el resultado de la

produccién, destruccién y el trafico entre la sangre y el tejido linfoide [95]. Por tanto, si

aumenta la destruccién de CD4" y disminuye su produccidn, habrd un descenso en el recuento

de CD4. En el caso de los INR, hay un aumento del turnover de los T-CD4", y probablemente

una distribuciéon distinta de las células entre la sangre y el tejido linfatico. Los mecanismos

implicados en esta pobre respuesta inmune se explican detalladamente a continuacion.

e Generacién de T-CD4"

La produccién de linfocitos T se inicia en la médula 6sea (MO), y posteriormente maduran en

el timo [96]. Por consiguiente, es necesaria una médula 6sea funcional para una correcta

timopoyesis y recuperacion inmune [95] .

o Meédula ésea y progenitores hematopoyéticos:
El origen de los linfocitos T esta en las células progenitoras CD34" (HPC de sus siglas en inglés
hematopoietic progenitor cells) que se relacionan con el recuento total de TCD4", y de
células madre hematopoyéticas (HSC de sus siglas en inglés hematopoietic stem cells). Los
recuentos de células CD34" se relaciona con los recuentos de TCD4" Algunos estudios han
demostrado que algunas células CD34" pueden expresar receptores de CD4 junto con CXCR4
o correceptor CCR5, lo que las hace susceptibles a la infeccidn por VIH [97]. También se ha
visto que el VIH puede afectar a multiples subtipos de HPCs CD34'de la médula ésea,
estableciendo reservorios de células latentes [98]. Ademads, el aumento de la expresién de
Fas y Fas ligando, contribuye a la deplecién apoptdtica de CD34" HPC y a la disminucién de la
producciéon de células T-CD4" naive [99]. Algunos estudios han objetivado que los pacientes
con VIH tienen menos precursores funcionales y menos capacidad de formar colonias [100],
y que en la progresién de la enfermedad hay un descenso de HPCs CD34" y linfocitos
maduros, que podria estar relacionado con un descenso en la produccidn de distintos linajes
de linfocitos secundario a una disfuncién de la MO [101].
Esto apoya la idea de que la MO y los HPC son esenciales en la recuperacion inmune, y que
una disfuncidn de los mismos contribuye a una recuperacién inmune incompleta.
o Timo:
Como se ha mencionado previamente, las células T que se originan en la MO, migran al timo
y es ahi donde maduran hasta convertirse en células CD4". Por tanto, el timo es una pieza
clave en la produccién de CD4"y consiguientemente, en la recuperacién inmune.
Las biopsias de timo son un método invasivo, y las tomografias computarizadas (TC) no son
practicas ni econdmicas. Por este motivo, para estudiar su funcionalidad, se emplea un
método indirecto que cuantifica las células T-cell receptor excision circles (TRECs) o recent
thymic emigrants (RTEs). Los TRECs son fragmentos de DNA que no se repican durante la
division celular, por lo que a mayor numero de células CD4 inmaduras, mayor contenido de
TRECs [95]. Las células T que migran del timo a la periferia, se denominan RTEs [102], y tras
una posterior maduracién, son clasificados como células T naive. Asi, el recuento de TRECs,
RTEs y de células naive es una medicion indirecta de la produccion timica.
El volumen del timo es un predictor independiente de la recuperacién de T-CD4", y este
volumen se relaciona directamente con el contenido de TREC CD4", CD4" naive y CD4" total.
Los pacientes con un mayor volumen de timo presentan una mejor recuperacidon inmune
[103,104]. Con la edad, existe una disminucién significativa del tamafio y de la funcionalidad
del timo, y las células naive comienzan a ser generadas principalmente mediante
proliferacion [105]. Los RTEs expresan el marcador de superficie platelet endotelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM-1) también conocido como CD31. La proliferacién conlleva una
pérdida de CD31 y un menor recuento de TREC, por lo que las células naive de las personas
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de mayor edad, tienen una menor proporcion de CD31 y recuentos de TRECs, aunque en las
personas adultas se mantiene una minima producciéon timica, sobre todo en situaciones de
linfopenia, como puede ser el VIH [106].
Tras el inicio del TAR, tiene lugar una mejoria de la funcién timica, y el nimero total de
células naive aumenta y disminuye la proliferacion [107,108], lo que indica la importancia de
iniciar el TAR de una manera temprana. Sin embargo, a pesar del cumplimiento de TAR
durante largos periodos de tiempo (hasta 7 afios), en raras ocasiones se llega a normalizar el
recuento de CD4" a niveles previos a la infeccidn [109]. De hecho, en los INR se ha visto que
los valores de TRECs CD4", sjTREC y sj/BTREC estan disminuidos en comparacién a los
recuperadores, lo que se traduce en una disminucién del recuento de CD4'RTEs y CD4"
naive. Ademas, tienen una mayor proliferacion periférica como compensacion a la
timopoyesis alterada, detectada por el marcador Ki67.
En conclusién, la funcién timica es vital para la produccion de células T y para alcanzar una
recuperacion inmune dptima.

o Citoquinas:
La interlequina-7 (IL-7) es clave en la homeostasis de las células T y la posibilidad de
respuesta a IL-7 viene dada por su receptor IL7R (formado por una cadena comun y [CD132]
y una cadena especifica a [CD127]), que se encuentra en la mayoria de las células T maduras
[110]. Ademas, IL-7 es un modulador de la homeostasis de las células T periféricas,
participando en su supervivencia, proliferacion sin perder el fenotipo naive, y produccion de
novo [110]. La IL-7 se produce en células estromales de drganos linfoides primarios y
secundarios, como células estromales de la MO, células timicas epiteliales, células
fibrobldstcas reticulares y células del endotelio linfatico. Es sabido que existe una correlacion
negativa entre los valores circulantes de IL-7 y el recuento de células CD4". Por eso, los
pacientes con VIH tienen niveles elevados de IL-7 y niveles bajos de IL-7R y en concreto de
CD127 en comparacion con controles sanos [111,112]. La expresién de CD127 en células
CD4" es un predictor de la respuesta timica tras dos afios de TAR [113]. Tras el inicio del TAR,
los INR muestran un aumento de la produccién y niveles circulantes de IL-7 [114,115] y una
disminucién de la expresion de IL-7R [114], como respuesta a la necesidad de aumentar la
produccion de T-CD4". Ademds, le reduccién de la expresion de CD127 causada por la
infeccién por VIH se recupera parcialmente tras la introduccion del TAR, aunque los INR
muestran una recuperacidn mds reducida, principalmente en los compartimentos de
memoria. Esto conlleva una peor capacidad homeostatica de regeneracion del repertorio de
células T, y por ultimo a una respuesta inmune discordante. Ha de tenerse en cuenta
también, que los distintos polimorfismos genéticos que se puedan encontrar en el eje IL-
7/IL-7R pueden influir en la produccién de células T-CD4" como respuesta al TAR [116].
Ademas de la IL-7, que es la citoquina principal en la homeostasis de las células T, otras
citoquinas también juegan un papel importante en la recuperacion inmune, como pueden
ser la IL-2, la IL-15, la IL-1 o la IL-6. La IL-2 y la IL-15 son citoquinas reguladoras de la
proliferacién, activacién y diferenciaciéon de células T [117], y en el caso de los INR la
produccidn de IL-2 se encuentra disminuida [118]. La IL-1 y la IL-6 inducen atrofia timica y
fibrosis de los tejidos linfoides, lo que aumenta el turnover de las células T-CD4" y disminuye
la capacidad de respuesta a IL-7 por disminuir la expresion de IL-7R [119], traduciéndose
finalmente en una timopoyesis reducida.
La importancia de estas citoquinas es tal, que se han estudiado IL-2, IL-7 y IL-15 en sus
formulaciones recombinantes humanas (rh) como posibles dianas terapéuticas en INR
[120,121] con el objetivo de expandir la respuesta de T-CD4" y asi optimizar la respuesta
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inmune. Sin embargo, los resultados de los estudios llevados a cabo no han sido los
esperados y de momento, no se contempla ninguna de estas estrategias para la practica
clinica.

e Destruccion de T-CD4"

o Receptores coinhibitorios: Los receptores coinhibitorios o ICR (immune checkpoint
receptors) tienen un rol vital en la regulacién de la respuesta al VIH. Estos ICR son PD-1,
cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), T cell immunoglobulin and ITIM
domain (TIGIT), T cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule-3 (Tim-3),
lymphocyte activation gene-3 (Lag-3) y 2B4 (CD244) (90). En el VIH, la sobreregulacién de
los ICR se relaciona con la deplecion de células T y en consecuencia con la progresién de
la enfermedad [122], ya que los niveles de ICR tienen una correlacién negativa con el
recuento de T-CD4" y la ratio CD4/CD8 y una correlacidn positiva con la CV. Ademas, los
ICR participan en el establecimiento y mantenimiento de reservorios virales, que son uno
de los obstaculos para la cura de VIH [123]. Al iniciar el TAR disminuye la expresidn de
ICR, lo que se traduce en un aumento de la proliferacién y funciones efectoras de T-CD4"
y T-CD8" [124]. Se han visto niveles mas elevados de PD-1 en los CD4" de los INR que en
IRs, y que la expresién de PD-1 en los CD4" se correlacionaba negativamente con los
recuentos de T-CD4" [125]. También vieron que la ciclicidad de los CD4" (caracterizada
por la expresién de Ki-67%) y la tasa de desgaste de CD4" eran mas altos en los INRs. La
proliferacién intensiva inducida por la linfopenia, se relaciona con el desgaste de células
T-CD4" y con una pobre recuperacién inmune [126]. En resumen, el desgaste de CD4"
inducido por los ICR, es un factor clave en la respuesta inmune incompleta.

o Activacidon _inmune: La activacion inmune (Al) puede ser una respuesta normal del
organismo a ciertas infecciones, en un intento de luchar contra la infeccién. Sin embargo,
en el VIH hay una Al desmesurada que se relaciona con la progresién de la enfermedad y
tiene un valor prondstico [127]. Se caracteriza por la adquisicion de un fenotipo activado
por las células inmunes innatas y adaptativas y la secrecion de mediadores inflamatorios
solubles cono IFN-a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF, TGF-B, sCD14, sCD163, MIP-1B, MIP-1q,
RANTES y IP-10. Los factores que mantienen la Al son multiples, como por ejemplo la
replicacion de virus residual, proliferacion homeostdtica como respuesta a la deplecién
de CD4", disfuncidn de células T reguladoras (Treg) translocacién de microbiota intestinal,
estimulaciéon antigénica, y coinfeccion (92). El TAR reduce significativamente la
inflamacién y la Al, pero no consigue normalizarlo del todo, siendo la Al y la apoptosis
mayor en los INR que en los IR [114,118,128]. Los INR tienen porcentajes mayores de T-
CD4" y T-CD8" activados, (medido como CD38"), y la activacién de estas células se
relaciona con una mayor muerte celular, ya que las células activadas son mds propensas a
sufrir apoptosis [129]. Este es otro de los mecanismos que impiden una correcta
recuperacidon inmunolégica.

Varios estudios han demostrado que la Al persistente se relaciona con una menor
ganancia de T-CD4": en los primeros 3 meses de TAR por cada 5% que aumenta el
porcentaje de CD4" activados, hay un descenso de CD4" de 45 células/ul y por cada 5% de
aumento en el porcentaje de CD8" activados, hay un descenso de CD4" de 35 células/pl
[130], que pone de manifiesto una correlacidn inversa entre los recuentos de CD4" y CD8"
activados y el recuento total y la recuperacion de CD4" tras el inicio del TAR [131]. Los
niveles plasmaticos de sCD14 y sCD163 se relacionaron positivamente con los niveles de
CD4" y CD8" activados, y estos a su vez con una pobre recuperacién inmune. Los INR
también tienen una mayor frecuencia de activacion de otros tipos celulares, como los
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monocitos y las células dendriticas o los NK. La respuesta de HI/V-Specific monocyte
plasma IFN-inducible protein-10 (CXCL10 también conocido como IP-10), marcador de
activacién monocitica, se asocid negativamente con la ganancia futura de CD4" [132], y se
objetivé también que los INR tenian mayores niveles de CXCL10. En cuanto a los NK, se
observé una correlacién inversa entre los NK activados y los recuentos de T-CD4"
periféricos y que, mediante efectos citotdxicos, los NK de los INR podian inducir la muerte
de los CD4" no infectados [133]. Finalmente, cabe destacar que los INR tienen mayor
frecuencia de células CXCR4 trépicos, y estos virus pueden desencadenar una activacion
persistente de células T, y apoptosis mediante la interaccidon de gp120-CXCR4, resultando
en una deplecion de células T naive. Esto puede sugerir que la dominancia del
correceptor puede tener importancia en la recuperacidon inmune, ya que la destruccion
timica se ha asociado con los virus X4 [134].

Es importante resaltar que existen ciertos subtipos de células T que también juegan un
papel importante en la activacién inmune. Por un lado, estan las células T helper 17
(Th17), que tienen una capacidad proinflamatoria, y por otro lado estan las células T
reguladoras (Tregs), con capacidad antiinflamatoria. Los Tregs al ser también células
CD4", son susceptibles a la infeccién por VIH y en consecuencia, sus niveles disminuyen
conforme la enfermedad progresa. No obstante, al iniciar el TAR sus niveles aumentan y
se mantienen elevados [135,136]. Tienen un papel inmunosupresor: participan en la
tolerancia a autoantigenos [137] y suprimen la activacién de células T. Este aspecto se
podria interpretar como una funcién favorable, ya que regularia la Al crénica, pero podria
tener efectos negativos al disminuir las respuestas especificas al VIH.

En cambio, los Th17, tienen una funcidn proinflamatoria y aunque comparten vias de
maduracién, tienen efectos opuestos. En la infeccidn aguda por SIV, hay una rdpida
deplecion de Th17, lo que provoca una pérdida del equilibrio entre Tregs y Th17 y una
mayor Al, y este desequilibrio es mayor en INR [138]. Esto pone de manifiesto que es
imprescindible un balance optimo entre efectos proinflamatorios y efectos
antiinflamatorios.

En conclusidn, la activacién inmune y la activacién especifica de CD4", CD8", monocitos,
células dendriticas y NK, tiene un efecto deletéreo en la recuperacidon inmune y juega un
papel fundamental en la pobre respuesta inmune.

o  Apoptosis y senescencia: Las células pueden sufrir un nimero limitado de replicaciones,
hasta que finalmente caen en la senescencia inmunolégica. Como se ha mencionado en
los apartados anteriores, en la infeccidon por VIH existe un turnover elevado, por lo que
este hecho cobra una vital importancia. En la replicacion celular, se da un acortamiento
de los telémeros, que inicialmente es compensado por la enzima telomerasa. En los
pacientes con VIH, se ha demostrado que los telémeros son mads cortos y que existe una
disfuncién de la enzima telomerasa [139]. Los telémeros cortos pueden provocar
inestabilidad cromosdmica, lo que conlleva una detencién del crecimiento y apoptosis. En
consecuencia, los pacientes con VIH tienen mayores tasas de apoptosis [140] y las células
CD4" apoptdticas son mas prevalentes en aquellos pacientes con recuentos de CD4* <500
células/ul [129,140,141]. La relacién entre la senescencia y la pobre respuesta inmune se
ve reflejada por el marcador PD-1, detallado en el apartado de receptores coinhibitorios.
Los INR tienen mayores niveles de PD-1 comprado con IR.

o Translocacién microbiana y desequilibrio de la flora intestinal: En la fase temprana de la
infeccidn, tiene lugar una deplecién masiva de células CD4", sobre todo células Th17 y
Th22, que juegan un papel esencial en el mantenimiento de la integridad del colon. La
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infeccion por VIH también se ha asociado con el dafio en la barrera epitelial,
caracterizado por atrofia vellosa, apoptosis de enterocitos, hiperplasia de criptas,
disminucién de la expresidon de las proteinas de la unién, y aumento en la inflamacién
gastrointestinal, lo que contribuye a un aumento de la permeabilidad intestinal
[142,143]. Esto finalmente resulta en una alteracién de la composicion de la microbiota
intestinal (disbiosis) y liberacidn de productos bacterianos en la circulaciéon (translocacion
microbiana), dando lugar a una activacién inmune e inflamacién crénicas [144,145]. Por
tanto, la translocacion de productos microbianos del intestino a la circulacidn sanguinea
se relaciona con la Al y provoca una deplecién de CD4". Ademas, la infeccién por VIH se
asocia con un descenso de la diversidad microbiana del intestino, tanto al diagndstico
como tras el inicio de TAR, comparado con controles sanos [143]. De lo contrario, el
aumento de numero de especies microbianas, se relaciona con un aumento de CD4". Si
nos centramos en el tipo de microorganismos concretos, las personas con VIH tienen una
disminucién de Bacteroides y un aumento de Prevotella, que se relaciona positivamente
con niveles de IP-10 y sCD14, asi como CD4", CD8" y células dendriticas activadas [146].
Como ya se ha mencionado en los apartados previos, el porcentaje de células activadas
tiene una correlacion negativa con los recuentos totales de CD4". Los INR tienen un
mayor numero de Fusobacterium, también relacionado con una mayor activacién de
CD4', y de Faecalibacterium rausnitzi y Coprococcus comes. De lo contrario, los
Lactobacillales se han relacionado con una menor translocacidon bacteriana, menor Al y
por lo tanto, un mayor porcentaje de CD4’, ademds de poder regular la respuesta
inflamatoria y participar en el mantenimiento de la integridad de la barrera mucosa
intestinal. Por ultimo, el uso prolongado de inhibidores de la bomba de protones (IBP) se
ha asociado con una mayor translocacién microbiana, activacién de la inmunidad innata y
pobre reconstitucién inmune en pacientes con TAR [147].

o  Coinfeccién: Algunos estudios han descubierto que la coinfeccion por el VHC [148], virus

de la hepatitis B (VHB) [149] y el citomegalovirus (CMV) [150] pueden afectar
negativamente a la recuperacion inmune, aunque los factores implicados no se conocen
completamente. La coinfeccién por VHC tiene una prevalencia del 15-30% entre los
pacientes infectados por VIH. El virus de la VHC podria tener un efecto sinérgico con el
VIH respecto a la activaciéon inmune y la muerte celular, ya que el VHC se ha relacionado
con la apoptosis mediada por Fas [151] .Por otro lado, la infeccidn crénica por CMV, se ha
relacionado con la senescencia, ya que la viremia de CMV vy la proporcién de células T
especificas para CMV se han relacionado con recuentos bajos de CD4" y aumento de
mortalidad [152].
Sin embargo, en algunos estudios los datos son contradictorios, lo que podria justificar
que la respuesta inmune incompleta estuviera condicionada por otros factores
demogréficos (edad, consumo de sustancias...), inmunoldgicos (nadir CD4") o tiempo
transcurrido hasta el tratamiento y la adherencia al mismo [153].

o Organos linfaticos secundarios: En la infeccién por VIH la deplecién de células CD4"
ocurre tanto en el torrente sanguineo como en los tejidos linfaticos secundarios, ganglios
linfaticos, y el GALT, donde residen la mayoria de las células CD4". En la infeccién aguda
se pierde un gran nimero de CD4" y en la infeccidn crénica se pierde aproximadamente
el 50% de los CD4" de los ganglios linfaticos. La estructura del tejido linfatico y su funcidn
son de vital importancia en la homeostasis de las células T. Ademas, los tejidos linfaticos
funcionan como reservorios virales, donde se encuentras las células CD4" infectadas
latentes y a pesar de que en sangre se consiga la supresidn viral gracias al TAR, se
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mantiene una replicacidn viral persistente, ya que no se alcanzan las concentraciones de
farmaco suficientes para inhibir la replicacién viral [154]. Mientras que, en los pacientes
con una correcta recuperacion inmune, el DNA proviral se mantiene en las células de
memoria centrales, en pacientes con peor recuperacion inmune, el DNA proviral se
encuentra en las células de memoria transicionales [155], lo que sugiere que el reservorio
viral puede influenciar la recuperacidon inmune. La activacion inmune y la inflamacion
crénica que suceden en el VIH, provocan un depdsito de colageno en la zona
parafolicular, y una fibrosis del tejido linfoide reemplazando el fibroblastic reticular cell
network (FRCn), una estructura que es clave para una funcién inmune normal, y produce
la citoquina IL-7 [156], imprescindible para la homeostasis de células T. Mdltiples estudios
han demostrado que la magnitud del depdsito de colageno se relaciona de forma inversa
con el tamafio de la poblacién de CD4" en el tejido linfoide y con el aumento de
recuentos de CD4" periféricos. A su vez, la pérdida de FRCn en el tejido linfoide predice el
grado de restauracion de células T naive y el recuento total de CD4" a los 6 meses de TAR
[157]. Estos estudios sugieren que el depdsito de colageno y la pérdida de FRCn en el
tejido linfoide limitan la magnitud de recuperacion de CD4 en pacientes infectados por
VIH bajo TAR de larga duracidn. La infeccion por VIH también afecta a la distribucién de
CD4" entre la circulacion sanguinea y los drganos linfaticos, causando una acumulacion de
células CD4" y Tregs en los ganglios linfaticos y tejido linfatico secundario, en lugar de en
sangre periférica [158].

e Otros factores:

Ademas de los factores arriba mencionados, otros factores como mayor edad, sexo
masculino, el origen étnico, nadir bajo de CD4", valores bajos de ratio CD4*/CD8", y valores
bajos de ratio de células T-CD4" naive/memoria, se han relacionado con una pobre
respuesta inmune al TAR. En concreto, el nadir de CD4" (recuento mds bajo de CD4" que
representa el peor estado inmunolégico del paciente) se conoce como un factor predictivo
de la recuperacién inmune [159,160]. Conforme mas bajo sea el nadir, menor es la
probabilidad de una correcta recuperacion inmune. Diversos estudios han demostrado
que los pacientes que inician TAR con recuentos mas elevados tienen una mejor
recuperacion inmune [161] y que el nadir bajo se relaciona con una pobre recuperacion
inmune como consecuencia del dafo irreversible provocado por el VIH en el sistema
inmune [162]. Por este motivo, se debe priorizar iniciar el TAR de manera temprana con el
objetivo de evitar un dafio irreparable en el sistema inmune.

o Factores genéticos del huésped: Estudios previos han demostrado que los factores
genéticos del huésped pueden afectar la recuperacion de CD4 durante el TAR. Los
genotipos CCL3LA-CCR5 [163], polimorfismos en CD14 y TLR4 [164], haplogrupo
mitocondrial H [165], y las variantes de IL18 G [166], se asociaron a un aumento de
recuperacion de T-CD4 a largo plazo. Algunos genotipos se han relacionado con la
apoptosis, migraciéon de linfocitos, o homeostasis de T-CD4" [167]. Los genotipos
rs1799864-AG de CCR2, los alelos HLA-A68 y HLA-B15, genotipo 1635AA de TLR9,
polimorfismo RS1385129 del gen GLUT SLC2A1 y polimorfismos en IFN-G IL-19 se han
relacionado con una pobre recuperacion de CD4".

o Factores metabdlicos del huésped: Numerosos estudios han demostrado que un mayor
indice de masa corporal (IMC) se asocia con una mejor recuperacion inmune [168]. El

metabolismo de la glucosa juega un papel vital en el crecimiento, proliferacién y funciones
efectoras de las células T. El transportador de la glucosa-1 (Glutl) su principal
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transportador en las células T. Glutl también sirve como un marcador de activacion de la
glicolisis. La proporcién de células T-CD4'Glutl® se correlaciona positivamente con el
porcentaje de células T-CD4" activadas, e inversamente con el recuento total de CD4". Las
células T-CD4" senescentes tenian una sobreregulacién del Glutl, lo que muestra que la
hiperactivacién de la glicélisis en T-CD4 durante la infeccidn por VIH facilita el agotamiento
metabdlico que conlleva a la deplecién de T-CD4". Por ultimo, la Vitamina D también juega
un papel en la regulacién de la Al y la inflamacidn, ya que los valores suficientes de esta
vitamina pueden reducir la inflamacién y la activacion de T-CD4" y estimular la
proliferacién de T-CD4", a través de la activacién de genes y vias metabdlicas que
estimulan la inmunidad innata y adaptativa [169] .
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3 Citoquinas en la infeccidén por el VIH

Las citoquinas son glicoproteinas de pequefio tamafio (habitualmente menores de 30 kDa) que
conforman una familia grande y diversa. Aunque pueden ser producidas por cualquier célula
nucleada, su produccion proviene principalmente de las células Th y los macréfagos, y su funcion
consiste en regular la respuesta inmune e inflamatoria. Pueden ejercer su accién sobre la misma
célula (accién autocrina), sobre células vecinas (accidon paracrina) o sobre células lejanas (accidn
endocrina). La unién de las citoquinas a sus receptores provoca una cascada de reacciones vy
respuestas intracelulares, que finalmente se traduce en una alteracién de la expresion génica y un
efecto bioldgico. Estos efectos suelen comprender la diferenciacion, proliferacién y activacion de la
célula diana, y tipicamente se suelen clasificar en citoquinas proinflamatorias o antinflamatorias.
Dentro de la denominacién general de citoquinas, podemos encontrar las interleuquinas (citoquinas
producidas por leucocitos y que actlan sobre otros leucocitos), quimiocinas (citoquinas con
actividad quimiotactica) y adipoquinas (citoquinas producidas por los adipocitos), entre otros [170].
Aunque en un apartado anterior se ha hablado del papel de las citoquinas como mecanismo
implicado en la respuesta inmune incompleta, en este apartado se abordaran mas detalladamente.
La infeccidn por VIH altera la produccidn de citoquinas y la capacidad de respuesta de las células T a
las mismas, aumentando la replicacidn virica que dificulta una recuperacién inmune completa.
Comprender el funcionamiento y las interacciones de estas citoquinas puede abrir un abanico de
posibilidades terapéuticas, como ya sucede en distintas patologias inflamatorias y reumatoldgicas
[171,172].

En la infeccién aguda por VIH, los primeros 5 dias tras la deteccidn de viremia, tiene lugar un
aumento significativo de las citoquinas proinflamatorias IFNa y IL-15, seguido de un aumento de
TNFa, CXCL10, IFN vy, IL-7 y IL-12 [73]. Las citoquinas proinflamatorias promueven la replicacion viral
mediante la transcripcion proviral y mediante la apoptosis promovida por las células T vecinas. El
reclutamiento y la activacién de células T-CD4", contribuyen a la pérdida progresiva de T-CD4"
[173,174]. De forma mas tardia, se da una elevacion de IL-10 mRNA vy IL-10, que ejerce una funcidn
antiinflamatoria [175]. Por tanto, el desequilibrio en la produccién de citoquinas conlleva a una
alteracion de la homeostasis de las células T [176,177].La aparicién temprana de las citoquinas
también juega un papel esencial en el establecimiento del set-point viral. Se ha visto que los niveles
plasmaticos elevados de IL-7 y IL-15 durante la infeccidon aguda pueden ser dafiinos y contribuyen a
un mayor set-point viral. De lo contrario, los niveles elevados de IL-10, IL-12 e IFN-y y se relacionan
con un set-point viral mas bajo [178] (Figura 11).

Como se ha mencionado en el apartado previo “Mecanismos implicados en la respuesta inmune
discordante”, la activacidon inmune es esencial para generar una respuesta especifica contra el VIH,
pero a su vez facilita la replicacién viral mediante la activacién de determinadas citoquinas
proinflamatorias. Por ejemplo, en este sentido, TNFa refuerza la inmunidad antiviral, pero induce la
expresion de NF-xB, que estimula la transcripcidn proviral y conlleva a la replicacion viral. En el caso
de IL-15, estimula las células NK y T-CD8"que son necesarias para la respuesta inmune contra el VIH,
pero a la vez también se relaciona con aumento de la replicacién viral. De lo contrario, el efecto
antiinflamatorio de algunas citoquinas puede disminuir la respuesta especifica contra el VIH, pero
también hacer disminuir el nimero de células T-CD4" activadas susceptibles a la infeccién por VIH.
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Figura 11. Efecto de las citoquinas tempranas en la patogénesis del VIH/SIV: A) En la infeccién por
SIV se producen multiples citoquinas tanto en el lugar de la infeccidn como en los tejidos linfoides.
B) Las citoquinas pueden aumentar (") o disminuir (J/) los pardametros inmunes o influir sobre su
disponibilidad y, por tanto, afectar a la replicacion viral y el establecimiento del set point viral. C) Las
citoquinas proinflamatorias e inmunoreguladoras pueden modular de forma positiva o negativa la
respuesta inmune vy la replicacién viral, lo que determinara el set point viral y la progresion de la
enfermedad durante la infeccidn crénica por VIH/SIV. Imagen extraida de Katsikis et al. 2011. [179]
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Este doble papel anti- y proinflamatorio de las citoquinas pone nuevamente de manifiesto la
importancia del equilibrio entre los factores proinflamatorios y antinflamatorios en la respuesta del
organismo a la infeccidon por el VIH.

3.1 Quimiocinas en la infeccidn por el VIH:

Las quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular que pertenecen a la superfamilia de

citoquinas. Las quimiocinas ejercen sus funciones biolégicas mediante la unién con sus receptores,

gue son receptores transmembrana unidos a la proteina G (G protein-coupled receptors, GPCRs)

[180], ubicados en la superficie de las células diana. Se han descrito 4 familias de quimiocinas: CXC,

CC, XC, y CX3C [181] y mas de 20 receptores. Su funcidn principal es regular la migracion celular, y la

mayoria de quimiocinas se han identificado como proinflamatorias, estando su expresion

aumentada cuando existe dafio tisular. Ademas, se han visto involucradas en multiples procesos

patoldgicos y fisioldgicos como infecciones, angiogénesis, inflamacidn, crecimiento tumoral y

desarrollo hematopoyético [182], por lo que se han empleado como dianas terapéuticas en

multiples enfermedades inflamatorias.

En el caso concreto del VIH, el aumento de expresion de ciertas quimiocinas y sus receptores han

demostrado jugar un papel principal en ciclo vital facilitando la entrada del virus a la célula,

progresidon de la enfermedad mediante la inflamacidn crénica y establecimiento del reservorio del

VIH [183].

e Entrada en la célula: Para que el virus del VIH entre a la célula, no es suficiente la uniéon de la
glicoproteina gp120 con moléculas especificas de la superficie de CD4". Es necesario que los
receptores de quimiocinas CXCR4 o CCR5 actuien como correceptores para que la envuelta viral
se fusione con la membrana celular. Los receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5 son GPCRs. El
receptor CXCR4 es activado por su ligando la quimiocina CXCL12/SDF-1 (stromal cell-derived
factor 1), implicado en la quimiotaxis, proliferacién celular y supervivencia. Los ligandos
naturales del CCR5 son CCL3/MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha), CCL4/MIP-1j
(Macrophage Inflammatory Protein-1 Beta), CCL5/RANTES (Regulated upon Activation, Normal T
Cell Expressed and Secreted), CCL8/MCP-2 (Monocyte Chemoattractant Protein-2), CCL11
(eotaxina), CCL14/HCC1 (Hemofiltrate Chemokine 1) y CCL6/HCC4 (Hemofiltrate Chemokine 4)
[184]. CCRS5 interactua con sus ligandos para regular la quimiotaxis y la activacién celular.
CXCL12/SDF-1 y CCL5/RANTES, ligandos naturales de CXCR4 y CCR5 respectivamente, inhiben
competitivamente la entrada del VIH a la célula (Figura 12).
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Figura 12. Tropismo de. VIH: RANTES es el ligando natural de la GPCR CCR5, mientras que SDF-1 lo
es para la GPCR CXCR4. RANTES impide la unién del virus R5 con su correceptor transmembrana
CCR5, lo que impide el cambio de conformacion de gp120 y en consecuencia la entrada del virus a la
célula. Por otro lado, SDF-1 se une al correceptor CXCR4 e impide su unidon con el virus X4 y la
entrada del virus a la célula huésped. Imagen extraida de Lee et al. 1999, [185]

Estos hechos tienen repercusion en la clinica, ya que la ausencia de CCR5 (receptor principal
para la entrada de virus CCR5 trépico o R5) impide la entrada del virus en las células, generando
asi una resistencia natural. De hecho, la repercusion que tenia la ausencia de CCR5 en la
infeccion por VIH se determind con el caso conocido como “el paciente de Berlin” quien
presentd una cura funcional al VIH al recibir un trasplante de médula 6sea de un donante
homocigoto para la mutacion genética CCR5-A32, que se traduce en la ausencia de expresion de
CCR5 en la superficie celular, impidiendo asi la entrada del virus en la célula [186]. A partir de
estos hallazgos, se han desarrollado farmacos dirigidos a bloquear CCR5, como Maraviroc y
Cenicriviroc, ambos antagonistas de CCR5 [187,188]. Ademds, conforme avanza la infeccion, se
modifica el tropismo viral. Inicialmente casi la totalidad de los virus son CCR5 trépicos, pero a
medida que progresa la infeccidn, aumentan los virus CXCR4-trépicos, lo que se relaciona con un
peor prondstico. Asi, el correceptor CXCR4 cobra cada vez mas importancia, sobre todo en la
entrada del virus. Hoy en dia adn no se ha desarrollado ninguna estrategia efectiva para
bloquear la entrada por esta via [189].

e Establecimiento del reservorio/latencia: Como se ha mencionado previamente, la latencia del

VIH es un obstaculo mayor para la cura del VIH. Aunque los monocitos y algunos tejidos como el
linfoide pueden actuar como reservorios, las células T-CD4" de memoria son las que
principalmente cumplen con esta funcion. Una vez establecido el reservorio viral, con las
estrategias actuales resulta imposible eliminar el virus. Las quimiocinas y sus receptores juegan
un papel primordial en el establecimiento del reservorio, ya que, en los momentos iniciales de la
infeccidn, antes del pico de viremia, se da una elevacidon de quimiocinas que promueven la
entrada e integracién del VIH en las células T-CD4" latentes [190]. Las células T-CD4" de memoria
latentes que se encuentran en los tejidos linfoides secundarios y migran entre ellos son
infectadas mas eficientemente que las que circulan en el torrente sanguineo [191]. Las
guimiocinas CCL19 y CCL21 (ligandos de CCR7 y reguladores del trafico de las células T hacia
tejidos linfoides) son expresadas en los drganos linfoides y se han relacionado con la progresion
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de la enfermedad, ya que pueden interaccionar entre el VIH y las células T-CD4" de memoria y
potencian la entrada e integracién del VIH en la célula. En los pacientes con inmunodeficiencia
avanzada, se han detectado niveles séricos mas elevados de CCL19, que ademas se relacionan
con mayor mortalidad [192]. Por otro lado, las células T-CD4" latentes que expresan CCR7 son el
subtipo que principalmente se infecta por el VIH [193]. Las células T-CD4" de memoria que
expresan CXCR3 tienen mayor cantidad de DNA viral y son mds permisivas en cuanto a la
replicacion viral [194], por lo que el CXCR3 se considera un marcador del reservorio de VIH.
CCL2, producida por monocitos y macrofagos [195], es una quimiocina inflamatoria que se
encuentra sobreregulada en la infeccidon por VIH. Ademas de promover la diferenciacion de
monocitos en macréfagos [196], induce la replicacidn viral en los macréfagos infectados y en los
linfocitos T. Esto sugiere que la infeccidon por VIH aumenta la expresion génica de CCL2 y su
secrecién, y la misma CCL2 facilita la extension y replicaciéon del VIH. Por otro lado, CXCL12,
ligando del correceptor CXCR4, compite con gpl120 de la envuelta viral para la unién. CXCL12
inhibe la infeccién de las células T-CD4" de memoria por virus X4 (CXCR4-trépico), inhibiendo en
consecuencia el establecimiento de la latencia viral.

o Inflamacidn crénica persistente y progresidon de la enfermedad: Ademas de las funciones arriba
mencionadas, las quimiocinas suprimen la funcién de las células inmunes, lo que produce una
disfuncién del sistema inmune y finalmente, progresion de la enfermedad. Entre las funciones
principales de CXCL10 se encuentran la quimiotaxis, el crecimiento celular y la angiogénesis. En
la infeccién por VIH, CXCL10, conocida como quimiocina inflamatoria, suprime la funcién de las
células T [197], y al unirse a su receptor CXCR3 suprime la funcién de las células NK [198]. Sus
niveles se encuentran elevados desde la fase temprana de la enfermedad, y se correlacionan con
la progresion de la enfermedad [199] y el fracaso inmunoldgico al TAR [197].

En un estudio en el que se empled CXCL10 como tratamiento, se observd un aumento de
depdsito de DNA viral en macrdfagos vy linfocitos de sangre periférica [200]. Por otra parte, la
frecuencia de células T de memoria que expresaban CXCR3 y CCR6 (cuyo ligando es CCL20) se
correlacioné positivamente con la concentracién plasmatica de CD14 soluble, un marcador de
activacidon inmune sistémica crénica [201]. Ademas, la Al persistente produce un dafio en la
respuesta de las células Th CCR6" y CXCR3" a CCL20 y CCL10, lo que impide la migracién de las
células Th a los drganos linfoides [201]. Posiblemente, la alteracion de la migracidon de estas
células tenga su implicacion en la falta de aclaramiento de VIH. Ademas de CXCL10, las
guimiocinas CCL19 y CCL20 también se han relacionado con un RNA viral elevado y un bajo
recuento de células T-CD4"[202].

En conclusidn, la inhibicién de las quimiocinas a través de antagonistas o anticuerpos especificos
puede proteger la funcién inmune y aumentar la capacidad del sistema inmune para controlar el
virus y asi evitar la progresion de la enfermedad.
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3.2 Tejido adiposo y adipoquinas en la infeccidén por el VIH: Las adipoquinas son citoquinas
secretadas por los adipocitos, que ejercen una funcién autocrina y paracrina. En general, se clasifican
como proinflamatorias o antinflamatorias, y juegan un papel fundamental en la homeostasis de
procesos inmunes y metabdlicos. Recientemente, el tejido adiposo se ha identificado como un
potente drgano inmune, de gran relevancia en la infeccién por VIH. La fraccion del estroma vascular
de los adipocitos es donde residen células del sistema inmune innato y adaptativo, entre las que se
encuentran deferentes subtipos de células T, y monocitos que derivan en macréfagos, y neutrdfilos.
La infiltracién de estas células contribuye a una inflamacién in situ y una ganancia de peso
progresiva. Es conocido que tanto el VIH como el TAR afectan a la cantidad y distribucion del tejido
adiposo [203], y se estima que hasta un 50% de PLHIV con TAR tienen alteracidn de la composicién
grasa. De hecho, algunos farmacos antirretrovirales pueden causar toxicidad mitocondrial de los
adipocitos, que produce lipodistrofia, caracterizada por acumulacion de grasa central
(lipohipertrofia) y pérdida de grasa en nalgas y extremidades (lipoatrofia), incluso a nivel subclinico
[204].

En la infeccion por VIH, el tejido adiposo subcutdneo sufre un cambio hacia un entorno profibrético
y proinflamatorio. Las biopsias del tejido graso subcutdneo de los pacientes con VIH han demostrado
una reduccién del DNA mitocondrial (mtDNA), aumento de fibrosis, descenso de apoptosis, y
formacidn de lipogranulomas, junto con un aumento de la expresidn de citoquinas proinflamatorias
TNF- a y IL-6 [205,206]. La hipertrofia de adipocitos, caracteristica de la obesidad, se acompafia de
un aumento de quimiocinas MCP-1 y MIP-1a que promueven la infiltracion por macréfagos y
aumentan la produccién de IL-8, que a su vez promueve la quimiotaxis de los neutrdfilos. Ademas,
en las biopsias de personas obesas se ha visto un aumento del nimero de macréfagos residentes, y
mayor polarizacién hacia el fenotipo proinflamatorio M1, asi como un mayor nimero de células T-
CD4" y T-CD8" activadas’ pero menor numero de Tregs [207-209]. Ademds, las células T-CD4"
latentes infectadas que se han identificado en el tejido adiposo, se han propuesto como origen de la
activacién inmune y de la inflamacién a través de la produccién y diseminacién de citoquinas como
IL-2, IL-7 o IL-15 [210], ademas de actuar como reservorio.
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Figura 13. Efecto del VIH, TAR y obesidad en el tejido adiposo. Abreviaturas: IL-6: Interleuquina-6;
MCP-1: Macrophage chemotactic protein 1; MIP-1a: Macrophage inflammatory protein 1a; mtDNA:
DNA mitocondrial; PPAR-y: peroxisome proliferator activated receptor y de Koethe et al. 2013. [211]

La composicion corporal y el exceso o falta de adiposidad también han mostrado su efecto en la
recuperacion de T-CD4". Las personas con VIH no tratadas tienen una mayor prevalencia de wasting
syndrome que conlleva una pérdida de grasa de distribucidon principalmente central, que se ha
identificado como factor de mal prondstico. Por otra parte, estudios de la era pre-TAR relacionaron
un mayor IMC con una pérdida mas lenta de T-CD4" y progresion a SIDA. Un estudio llevado a cabo
por Koethe et al., detectd que en individuos INR con IMC de 25kg/m? tenian mayor probabilidad de
alcanzar recuentos de T-CD4" >350 células/uL [212]. No obstante, en la era del TAR este paradigma
ha cambiado, ya que estudios recientes han objetivado que las PLHIV con obesidad tienen una
menor recuperacion de recuentos de T-CD4" [213]. Por tanto, estos datos apuntan a que es
necesario un equilibrio en la cantidad del tejido adiposo: un minimo de cantidad de tejido adiposo es
necesario para una correcta funcién y recuperacion inmune, pero un exceso de adiposidad puede
tener efectos deletéreos debido a una excesiva Al. Por tanto, podemos concluir que las adipoquinas
juegan un papel fundamental en la homeostasis de los procesos inmunes y metabdlicos en la
infeccidn por VIH. A continuacidn, se desarrollaran los efectos de las adipoquinas estudiadas en el
trabajo presentado en la presente tesis.

3.2.1 Leptina, resistina, adiponectina, FABP4, RBP4, omentina, ZAG, vaspina, apelina y su receptor

De entre las adipoquinas proinflamatorias, probablemente la leptina sea la mas conocida. Es
producida por el gen de la obesidad (ob) en el tejido adiposo, en proporcién a la masa grasa,
pero también es producido en otros tejidos como estémago, musculo, placenta y médula
O6sea. Aumenta la produccién de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 y IL-12 en los
monocitos y los macréfagos. Promueve la proliferacion de células T-CD4" naive y su
polarizacién hacia Thl, y aumenta la expresién de los marcadores de activacion de CD4" y
CD8". De esta manera, estimula la liberacion de citoquinas de tipo Th1 como el IFN-y e inhibe
la produccion Th2 de IL-4 [214,215]. Por otra parte, inhibe la proliferacién de Treg y la
apoptosis de los timocitos.

La resistina, es la adipoquina que induce la resistencia a la insulina, principalmente actua a
nivel endotelial promoviendo la expresién de moléculas de adhesién y CCL2. Por otro lado,
regula la respuesta inmune innata hacia un entorno proinflamatorio, aumentando la
expresion de citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B y IL-6 y quimiocinas CCL1, CCL4 y CXCL1
[216].

Como representacion de las adipoquinas antiinflamatorias, se encuentra la adiponectina. Es
producida por los adipocitos maduros pero también por células del musculo esquelético,
miocitos y células endoteliales. Al contrario que la leptina, tiene una correlacién inversa con la
obesidad visceral y la resistencia a insulina, y la pérdida de peso es inductor de su sintesis.
Tiene un efecto supresor en el sistema inmune reduciendo la producciéon del CXCR-3 en los
macréfagos, de modo que disminuye el reclutamiento de los linfocitos T y su proliferacion.
Ademas, suprime la produccién de IFN-y y la activacidon de NF-xB, y aumenta la secreciéon de
citoquinas antinflamatorias como el IL-10 y IL-1R. En la lipodistrofia, los niveles de
adiponectina son mas bajos que los pacientes con VIH sin lipodistrofia [217,218], mientras que
los niveles de fatty acid binding protein 4 (FBP4) y retinol binding protein 4 (RBP4) son mas
elevados [219,220].
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El RBP4 se relaciona con SM y fragilidad en pacientes con VIH, y sus niveles aumentan con el
TAR. El FABP4 también se encuentra elevado en paciente con SM y es un buen marcador de
alteraciones metabdlicas en pacientes con infeccién por VIH, al relacionarse con el IMC, los
triglicéridos, la insulina y la tensidn arterial [219,221].

La omentina, ademas de ser una adipoquina antiinflamatoria, se cree que tiene propiedades
inunomoduladoras, ya que reduce la produccién de ciertas citoquinas (TNF-a, IL-1a, IL-1B vy IL-
6), reduce la apoptosis de las células endoteliales y estimula la diferenciacion de macroéfagos
hacia el fenotipo antiinflamatorio M2 [222]. En cuanto al VIH, tiene una correlacién positiva
con la CV y correlacién negativa con el recuento de T-CD4".

La zinc-alfa-2-glicoproteina (ZAG) aumenta la lipdlisis, reduce los niveles de triglicéridos, y
aumenta los niveles del transportador GLUT4 en el musculo esquelético y el tejido adiposo. Su
expresion génica esta disminuida en la obesidad, asi como en pacientes con infeccion por VIH
comparado con controles sanos [223,224].

Se cree que la apelina y la vaspina tienen propiedades inmunomoduladoras: La vaspina inhibe
la activacidn de diferentes citoquinas proinflamatorias como leptina, resistina y TNF [225]. La
apelina, ademas de disminuir la produccién de TNF-a, IL-6 y IL-1B, es un ligando del receptor
de apelina (APJ), que es correceptor del VIH. Por tanto, los niveles de APJ se relacionan
negativamente con la CV, ya que la unién de la apelina a su receptor dificulta la entrada del
virus a la célula [226].

El desequilibrio en la produccion de adipoquinas conlleva a una alteracion de los procesos
metabdlicos y de la funcién inmune. Por lo tanto, conocer a fondo sus efectos e implicacidn en
la pobre respuesta inmune en el VIH, podria abrir una ventana de nuevos biomarcadores
prondsticos y nuevas estrategias terapéuticas.
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

35



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
LA IMPLICACION DE LAS QUIMIOCINAS Y LAS ADIPOQUINAS EN LA RESPUESTA INMUNE DISCORDANTE EN LA INFECCION POR EL VIH
Elena Yeregui Etxeberria

36



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
LA IMPLICACION DE LAS QUIMIOCINAS Y LAS ADIPOQUINAS EN LA RESPUESTA INMUNE DISCORDANTE EN LA INFECCION POR EL VIH
Elena Yeregui Etxeberria

Hipdtesis

En la infeccién por VIH tiene lugar la activacidon de procesos inflamatorios en los que se secretan
multiples citoquinas de distinto tipo. Estas citoquinas contribuyen en el mantenimiento de un estado
de inflamacidn crénica de bajo grado y cumplen un rol vital en la regulacion de la respuesta inmune,
en la generaciéon de T-CD4" y en su destruccion. Dentro de la gran familia de citoquinas se
encuentran las quimiocinas, que participan en la quimiotaxis o migracién celular, y las adipoquinas,
proteinas sintetizadas principalmente en los adipocitos y que tienen una funcién autocrina y
paracrina, regulando procesos metabdlicos e inmunes.

Por tanto, creemos que:

e las quimiocinas y las adipoquinas estan implicadas en la regulacién de la respuesta inmune y
son un factor clave en la pobre recuperacién inmunoldgica.

e las quimocinas y las adipoquinas sirven como biomarcadores de una respuesta inmune
discordante.

Objetivos

El objetivo principal de la presente tesis es analizar los mecanismos moleculares implicados en la
respuesta inmune discordante al TAR en PLHIV con correcta supresion viroldgica, e identificar
posibles biomarcadores que identifiquen una pobre respuesta inmune a nivel basal.

Los objetivos especificos de la presente tesis doctoral son:

1. Estudiar la implicacién de las quimiocinas (SDF-1/CXCL12, fractalquina/CX3CL1, MPC-1/CCL2,
MIP-a/CCL3, MIP-B/CCL4 y RANTES/CCL5) y sus correceptores (CXCL12, CXCR1, CCR2, CCL5,
y CCR5) en la respuesta inmunoldgica incompleta de las personas con VIH que consiguen una
correcta supresion viroldgica gracias al TAR.

2. Determinar el papel de los distintos polimorfismos genéticos en la respuesta discordante de
las PLHIV virolégicamente suprimidas.

3. Analizar la funcidon de las adipoquinas (adiponectina, apelina y su receptor, FABP-4, leptina,
omentina, RBP4, resistina, vaspina, ZAG) en la regulacion de la respuesta inmune en la
infeccidn por VIH con correcta supresion viroldgica.

Como resultado de la investigacion llevada a cabo se han publicado los siguientes articulos, que
constituyen la base de la presente tesis doctoral.

e Estudio 1: “High circulating SDF-1and MCP-1 levels and genetic variations in CXCL12, CCL2
and CCR5: Prognostic signature of immune recovery status in treated HIV-positive
patients”.

Esta publicacién aborda los objetivos 1y 2.

e Estudio 2: “Adipokines as New Biomarkers of Inmune Recovery: Apelin Receptor, RBP4 and
ZAG Are Related to CD4+ T-Cell Reconstitution in PLHIV on Suppressive Antiretroviral
Therapy”.

Esta publicacion aborda el objetivo 3.
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En el seno de la presente tesis, se han publicado dos articulos originales en revistas de alto impacto
del campo de la investigacién del VIH, que se pueden encontrar en el apartado de “Resultados” y en
los que se pueden consultar de forma detallada el disefio de estudio y la metodologia empleada en
cada uno de ellos. Por lo que a continuacién, se hace una breve sintesis de los métodos utilizados
para la elaboracidn de dichos trabajos.

Disefio del estudio y participantes

Ambos articulos se basan en un estudio multicéntrico longitudinal de casos y controles, en el que se
incluyeron PLHIV naive visitados en consultas externas de VIH entre 2011 y 2013. Estos pacientes
iniciaron el TAR por primera vez y alcanzaron la supresidon viroldgica. Las pautas de tratamiento
empleadas fueron dos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (NRTI) mas un
inhibidor de la transcriptasa inversa no andlogo de nucledsidos (NNRTI) o mas un inhibidor de la
proteasa (PI). El primer estudio (Articulo 1) incluyé 502 pacientes naive, de los cuales 262 fueron
clasificados como controles (valores de T-CD4" a nivel basal >200 células/uL) y 240 fueron casos
(valores de T-CD4" a nivel basal <200 células/uL). De entre los casos, 226 fueron clasificados seguin su
respuesta inmune a las 48 semanas de iniciar el TAR: 118 fueron inmunoldgicamente respondedores
(IR, T-CD4" >250 células/uL) y 108 inmunoldgicamente no respondedores (INR, T-CD4" <250
células/pL). En el caso del segundo estudio (Articulo 2) se empled un esquema similar, en el que se
reclutaron 221 pacientes naive, clasificados segin el mismo criterio del articulo anterior como
controles (120 pacientes) y casos (101 pacientes). De entre los casos, 2 pacientes fueron excluidos y
99 pacientes fueron clasificados segun el recuento de T-CD4" a las 144 semanas de haber iniciado el
TAR: 77 fueron IR (T-CD4" >250 células/pL a las 144 semanas) y 22 como INR (T-CD4* <250 células/pL
a las 144 semanas).

Los pacientes debian cumplir con los siguientes criterios de inclusion: edad 218 afios, infeccién por
VIH-1, recibir TAR durante las 48 semanas de estudio, y CV indetectable a las 48 semanas. Los
criterios de exclusion fueron la presencia de infecciones oportunistas activas, enfermedades
inflamatorias concomitantes, cambios en el régimen de TAR, y el uso de farmacos conocidos por
afectar o modificar los recuentos de T-CD4": antineopldsicos, esteroides, moduladores de la
respuesta inmune y factor estimulador de colonias, entre otros.

Etica

El estudio y los protocolos de investigacion se llevaron a cabo de acuerdo con las recomendaciones
del Comité de Etica de cada centro participante, y fueron aprobados por el Comité de Etica de
Investigacion Clinica conforme las normas de Buena Practica Clinica del Institut d’Investigacio
Sanitaria Pere Virgili (CEIm 1ISPV) (CEIC 61p/2013 y 041/2018, respectivamente). El CEIm IISPV es un
comité independiente constituido por profesionales sanitarios y no sanitarios que supervisa el
cumplimiento de los principios de ética en ensayos clinicos y proyectos de investigacién llevados a
cabo en nuestra region, especificamente en términos de metodologia, ética y legislacion. Todos los
participantes dieron su consentimiento informado conforme la Declaracién de Helsinki.

Determinaciones generales de laboratorio

La sangre de los participantes fue extraida tras ayuno nocturno en la consulta externa de VIH. La
sangre total se empled para medir el recuento de T-CD4" y para el aislamiento de DNA. La infeccidn
por VIH-1 se diagnosticé por un ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) positivo y se confirmd
mediante un andlisis de Western blot. La CV de VIH-1 se determind empleando el Cobas Amplicor
HIV-1 Monitor Test v 1.5 (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). El limite de deteccion fue <20
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copias/pl. El recuento de T-CD4" se analizé utilizando el citémetro de flujo FAC (Becton Dickinson,
San Jose, CA, EUA). Estas determinaciones se realizaron en un laboratorio central. El plasma se
obtuvo por centrifugacidén y se almacend en el BioBanc IISPV a -802C hasta su uso.

Determinacion de citoquinas plasmdticas

Las concentraciones de SDF-1 (CXCL12), fractalquina (CX3CL1), MCP-1 (CCL2), MIP-a (CCL3), MIP-B
(CCL4) y RANTES (CCL5) se midieron mediante un kit ELISA DuoSet DY350 (R&D Systems Inc), DuoSet
DY365 (R&D Systems Inc), BMS281INST (eBioscience, The Affymetrix company), DuoSet DY270 (R&D
Systems Inc) y DuoSet DY271 (R&D Systems Inc), respectivamente.

Estudios genéticos

El DNA gendmico se extrajo de la sangre periférica con un kit Qiagen (Qiagen, Hilden, Ger- many) y
luego las muestras del DNA extraido (5 ng/mL) se enviaron a LGC Genomics Ltd. (antes Kbioscience
Ltd., Herts, Reino Unido) para el genotipado. Se escogieron 13 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) de las quimiocinas seleccionadas y sus receptores, con una frecuencia alélica mayor de 20%
en la Poblacidn Ibérica en Espafa (IBS) o la Poblacion Europea (EU) en la base de datos NCBI SNP. Se
analizaron los siguientes 13 SNPs (Single nucleotide polymorphisms) de las quimiocinas arriba
mencionadas: CXCL12 rs1801157; CCL5rs2280789, CCL5rs2280788 y CCL5rs2107538. En los
receptores de quimiocinas se analizaron CX3CR1rs373278_814, CX3CR1rs3732379, CCR2rs1799864,
CCR5rs2734648,  CCR5rs1799987, CCR5rs1799988, CCR5rs1800023, CCR5rs1800024 vy
CCR5rs333_814.

Determinacion de adipoquinas plasmdticas

Las concentraciones plasmaticas de adiponectina (RD195023100, BioVendor, Brno, Republica
Checa), apelina (E00237, QAYEE, Shanghai, China), receptor de apelina (E05144, QAYEE, Shanghai,
China), fatty acid-binding protein 4 (FABP4) (RD191036200R, BioVendor, Brno, Republica Checa),
leptina (EL2001-1, AssayPro, St Charles, MO, EUA), omentina (RD191100200R, BioVendor, Brno,
Republica Checa), retinol-binding protein 4 (RBP4) (ER3005-1, AssayPro, St Charles, MO, EUA),
resistina (RD 191016100, BioVendor, Brno, Republica Checa), vaspina (RD191097200R, BioVendor,
Brno, Republica Checa), y zinc-alpha-2-glycoprotein (ZAG) (RD191093100R, BioVendor, Brno,
Republica Checa) fueron medidas utilizando un kit ELISA a nivel basal y a las 48 y 144 semanas de
seguimiento tras el inicio de TAR.

Andlisis estadistico

Antes de iniciar el analisis estadistico, se analizaron la distribucion normal y la homogeneidad de las
varianzas empleando una prueba de Kolmogorov—Smirnov. Los datos con distribucién normal son
representados como media * desviacion standard (SD), mientras que las variables con distribucion
sesgada son representadas como medianas (percentiles 25-75) o fueron transformadas en
logaritmos decimales. Las variables categdricas se representaron como numeros (porcentajes). Las
variables cualitativas se analizaron utilizando la prueba de X2 o la prueba exacta de Fisher. Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y/o
Mann—Whitney para muestras no pareadas y una prueba T de Wilcoxon para muestras pareadas.
Cuando fue aplicable, se utilizé la prueba post hoc de Bonferroni para comparaciones multiples. Para
analizar si las adipoquinas estaban relacionadas independientemente con la reconstitucién de T-
CD4" (empleando los T-CD4" a las 144 semanas como variable dependiente) se utilizaron pruebas de
regresion lineal multiple por pasos. Los analisis de correlacion se evaluaron empleando la prueba de
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Spearman. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa SPSS (version 21.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA), y las representaciones graficas se generaron con el programa GraphPad Prism
(versién 9.0, GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA). Los resultados se consideraron significativos si p <
0.05.
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Estudio 1:

High circulating SDF-1and MCP-1 levels and genetic variations in CXCL12, CCL2 and CCR5:
Prognostic signature of immune recovery status in treated HIV-positive patients

EBioMedicine 62 (2020) 103077

Las quimiocinas son citoquinas que estan involucradas en la regulacidon de la respuesta inmune. Su
secrecidén y produccion se ve alterada en la infeccion por VIH, lo que en consecuencia puede
conllevar a una desregulacién del sistema inmune. Para analizar este efecto, se estudiaron los
niveles de diferentes quimiocinas y sus receptores en pacientes con distinta respuesta inmunoldgica.
Se analizaron las concentraciones plasmaticas de SDF-1/CXCL12, fractalquina/CX3CL1, MCP-1/CCL2,
MIP-a/CCL3, MIP-B/CCL4 y RANTES/CCL5 y su asociacion con los polimorfismos genéticos de CXCL12,
CX3CR1, CCR2, CCL5 y CCR5 a nivel basal y a las 48 semanas después de haber iniciado el TAR. Se
empled una cohorte de 502 pacientes naive, que fueron clasificados como casos o controles segun
los valores basales de T-CD4" (casos si T-CD4" <200 células/uL y controles si T-CD4" >200 células/pL).
Los casos a su vez se clasificaron segln su respuesta inmune a las 48 semanas de iniciar el TAR como
inmunoldgicamente respondedores (IR, T-CD4" >250 células/ul) o inmunoldgicamente no
respondedores (INR, T-CD4" <250 células/pL).

En cuanto a las caracteristicas basales, los casos tenian mayor edad, menor recuento de T-CD4" y
una mayor CV que los controles. Ademas de estas mismas caracteristicas, los INR presentaban una
mayor frecuencia de consumo de drogas por via parenteral que los IR. A nivel basal se observé que
SDF-1, RANTES y MCP-1 tenian una correlacién negativa con los recuentos de T-CD4". En concreto,
los INR mostraron concentraciones mas elevadas de SDF-1 y MCP-1 que los IR, lo que relaciona estas
ultimas quimiocinas con un mal prondstico de recuperacién inmune. De lo contrario, MIP-a mostré
una correlacién positiva con los recuentos de T-CD4", y los controles mostraron concentraciones mas
elevadas de esta quimiocina que los casos, lo que lo relaciona con un mejor prondstico.

A las 48 semanas de haber iniciado el TAR, las concentraciones de SDF-1 y RANTES circulantes eran
mas elevadas en los casos que en los controles, y como ocurria a nivel basal, los INR tenian
concentraciones mas elevadas de SDF-1 que los IR, lo que sugiere que esta quimiocina puede servir
como marcador de la progresion de la enfermedad ademds de ser un buen predictor de una
respuesta inmune discordante. Los niveles de MIP-a fueron mads elevados en controles que en casos,
y su ganancia se correlaciond positivamente con la ganancia de T-CD4", mientras que los niveles de
MCP-1 disminuyeron durante el seguimiento y su pérdida se relacioné negativamente con la
ganancia de T-CD4". Esto indica que MCP-1 y MIP-a son marcadores de respuesta de T-CD4" al
tratamiento.

La variante de CXCL12rs1801157 se asocid con las concentraciones de SDF1 en IR. En los INR el CCR5-
A32 se relaciond con MIP-B, y el CCR2rs1799864 814 se relacioné con RANTES, lo que corrobora la
unién de RANTES a su receptor CCR2.

En conclusién, los niveles elevados de SDF-1/CXCL12 y MCP-1/CCL-2 junto con las variaciones
genéticas de CXCL12, CCL2 y CCR5 son marcadores prondsticos de una respuesta inmune incompleta
en pacientes con VIH con correcta supresion virologica.
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Research in context

Evidence before this study

Chemokines are chemotactic cytokines that signal through cell
surface G protein-coupled heptahelical chemokine receptors to
control the migration and positioning of immune cells to the
sites of infection and injury. They are critical for the function of
the innate immune system. Accordingly, the chemokine-che-
mokine receptor system clearly plays an important role in the
HIV life cycle, disease progression, and HIV reservoir establish-
ment. Thus, imbalances of cytokine-chemokine levels were
hypothesized to be responsible for a lack of appropriate CD4" T-
cell reconstitution after suppressive cART.

Added value of this study

The present study jointly evaluates a specific remarkable net-
work of chemokines as prognostic and follow-up markers of
immune recovery status by determining circulating concentra-
tions and performing a genetic polymorphism study. This is the
largest, longitudinal study assessing both chemokine genetics
and circulating levels in immune restoration.

Implications of all the available evidence

The chemokine-chemokine receptor system is more complex
than indicated by the study of a selected chemokine and its nat-
ural ligands due to the enormous network existing among the
different chemokines and their receptors. However, we con-
clude that SDF-1/CXCL12, MCP-1/CCL-2 and CCR5 receptors are
key effectors of susceptibility to HIV progression, especially in
terms of immune reconstitution. Our data open a window for
new proof-of-concept studies to explore the individual but also
dual blockage of SDF-1 and MCP-1, as well as CCR2 and CCR5,
as potential therapeutic options for advanced clinical trials
with promising fortunate outcomes.

1. INTRODUCTION

Combination antiretroviral treatment (cART) in HIV-positive par-
ticipants aims to suppress HIV replication below detectable levels
and restore the CD4" T-cell counts. [1] However, approximately 30%
of people living with HIV (PLW) with optimal treatment and fully
suppressed viral replication fail to recover their CD4" T-cell counts.
[2,3] These patients are referred to as “immunodiscordants” or
“immunological nonresponders” (INRs), and are linked to an
increased risk of disease progression and death compared with PLW
who achieve complete immune reconstitution. [4,5]

The CD4" T-cell count is the result of the production, destruction,
and trafficking between secondary lymphoid organs and peripheral
tissues of CD4" T-cells, [2,6] and INRs may have both excessive
destruction and alterations in the production of CD4"* T-cells, result-
ing in an increase in cycling and proliferation before cART. [7]
Although the underlying mechanisms of incomplete immune recon-
stitution are very complex and may be multifactorial, perturbation of
chemokine secretion could play a key role in CD4* T-cell turnover,
[8—10] and chemokine modulation has been proposed as a promising
therapeutic strategy to improve immune reconstitution. [11,12]

Chemokines are chemotactic cytokines that control the migration
and positioning of immune cells, most notably leukocytes, to the sites
of infection and injury. [13] They are a large family of small
(8—12 kDa) proteins that are characterized by the presence of three
to four conserved cysteine residues and that can be classified into
four families based on the positioning of the N-terminal cysteine

residues. Chemokines signal through cell surface G protein-coupled
heptahelical chemokine receptors to perform a variety of functions
aside from chemotaxis, including T cell differentiation and function,
as well as angiogenesis. Thus, investigations regarding multiple cyto-
kine-chemokine signatures associated with immune dysregulation
preceding poor immune recovery are needed to understand the
molecular mechanism involved in this condition and therefore to
develop a useful tool for early detection.

In fact, the connection between the expression of different pro-
inflammatory cytokines and the discordant response encouraged us
to recently explore the role of the IL-7/IL-7R axis in INRs. [10] Since
our results confirmed that improved knowledge of this cytokine and
its receptor in HIV participants could produce new insights regarding
the immune response to ART, we hypothesized that the study of
some selected chemokines related to IL-7/IL-7R axis could help to
identify the molecular mechanisms associated with immune dysre-
gulation preceding a discordant response to ART. Thus, in this study,
we evaluated circulating baseline (pre-ART) and 48-week follow-up
concentrations of stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), also known
as C-X-C motif chemokine 12 (CXCL12) (SDF-1/CXCL12), fractalkine/
CX3CL1, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2), macro-
phage inflammatory protein-1 alpha (MIP-«/CCL3), macrophage
inflammatory protein-1 beta (MIP-8/CCL4) and RANTES (regulated
upon activation, normal T cell expressed and secreted), also known
as CCL5, and we also determined whether some selected CXCL12,
CX3CR1, CCR2, CCL5 and CCR5 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) are associated with CD4" T-cell recovery in a previously char-
acterized cohort of HIV participants. [10]

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Study design and participants

A multicentre, longitudinal case-controlled study of 502 adult
HIV-positive participants who were consecutively recruited between
2011 and 2013 at the HIV outpatient clinics of the participating hos-
pitals who started their first ART and achieved virological suppres-
sion after ART was performed. [10]| Patients were selected from
among those who were receiving a combination of two nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NRTI) plus a nonnucleoside reverse
transcriptase inhibitor (NNRTIs) or a protease inhibitor(s) (PI). A flow-
chart of patient selection and enrolment is provided in Fig. 1 with the
previously defined inclusion/exclusion criteria. [10] Of the selected
patients, 262 were defined as controls (baseline CD4"* T-cell counts
>200 cells/uL), and 240 were cases (baseline CD4" T-cell counts <
200 cells/uL). Among the cases, 226 could be classified for the
immune recovery study: 118 participants had more than 250 CD4" T-
cells/uL after 48 weeks of ART (“immunological responders”, IRs),
and 108 participants did not reach the 250 cells/uL CD4" T-cell
threshold (“immunological nonresponders”, INRs). The threshold of
250 CD4+T-cells/uL to classify patients regarding immune recovery
status was previously validated by the fact that patients receiving
cART with CD4" T-cells persistently below 250 cells/uL area associ-
ated with worse clinical outcomes [5] and thus, to be consistent with
our previous related work, [10] in this study we maintain the same
threshold criteria.

2.2. Ethics

The study and all research protocols were carried out in accor-
dance with the recommendations of the Ethical and Scientific Com-
mittees from each participating institution and were approved by the
Committee for Ethical Clinical Research by following the rules of
Good Clinical Practice from the Institut d’Investigacié Sanitaria Pere
Virgili (CEIm IISPV)(CEIC 61p/2013). The CEIm IISPV is an indepen-
dent committee, made up of health and nonhealth professionals,
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HIV-positive starting first cCART
n=>502

I

Demographic characteristics

Plasma chemokine concentration (n=230-380)

DNA assay (polymorphism) (n=431)

|

CONTROL (n=262)
Subjects starting first cART with
CD4+T-cells > 200cells/uL

Plasma chemokine (n=132-206)
Genetic studies (n=224)

Immune Recovery Substudy
(n=226)
Follow-up 48 weeks

Baseline Analysis (pre-cART)
Low CD4+ T-cell study

l

!

Immunological Responders (IRs) (n=118)
CD4+T-cell countsssyy > 250cells/pL

Plasma chemokine (n=52-89)
Genetic studies (n=101)

Immunological non-responders (INRs) (n=108)
CD4+T-cell countsagy, < 250cells/pL

Plasma chemokine (n=46-85)
Genetic studies (n=96)

Fig. 1. Flowchart illustrating subject cohort enrolment and analysis. HIV-infected subjects were included and categorized as controls and cases according to the pre-cART CD4" T-
cell counts. For the immune recovery sub-study group, cases starting cART with T-cell counts below 200 cells/uL were categorized according to their immune status after 48 weeks

of follow-up.

which supervises the correct compliance of the ethical principles
governing clinical trials and research projects that are carried out in
our region, specifically in terms of methodology, ethics and laws. All
participants gave written informed consent in accordance with the
Declaration of Helsinki.

2.3. General laboratory measurements

Plasma was obtained by centrifugation and was stored at —80 °C
in the I[ISPV-Biobank until use. HIV-1 infection was diagnosed by a
positive ELISA result and confirmed by Western blot analysis. The
plasma HIV-1 viral load was determined by the Cobas Amplicor HIV-
1 Monitoring Test v 1.5 (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain). The
limit of detectability was <20 copies/uL. CD4" T-cell counts were
analysed using a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA).

2.4. Genetic studies

We chose 13 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in selected
chemokine and chemokine receptors, with an allelic frequency greater
than 20% in the Iberian Population in Spain (IBS) or the European Popu-
lation (EU) in the NCBI SNP database. In summary, the following 13
SNPs in chemokines were analysed in this study: CXCL12 rs1801157;
CCL5rs2280789, CCL5rs2280788 and CCL5rs2107538; in chemokine
receptors: CX3CR1rs373278_814, CX3CR1rs3732379, CCR2rs1799864,

CCR51s2734648, CCR51s1799987, CCR5rs1799988, CCR5rs1800023,
CCR5rs1800024 and CCR5rs333_814 were analysed. Genomic DNA was
extracted from peripheral blood with a Qiagen kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many) and then the extracted DNA samples (5 ng/uL) were sent to LGC
Genomics Ltd. (formerly Kbioscience Ltd., Herts, UK) for genotyping.
[10] The CCL3/4 copy number variation (CVN) was not considered in
the present study due to the high level of discordance between differ-
ent assays/techniques to measure it and also because CCL3L1-CCL4L1
CVN results will be bias by the study design as mentioned below in lim-
itations of the study.

2.5. Plasma chemokine concentrations

Plasma concentrations of human SDF-1 (CXCL12), fractalkine
(CX3CL1), MCP-1 (CCL2), MIP-« (CCL3), MIP-8 (CCL4) and RANTES
(CCL5) were measured by a double-antibody sandwich one-step pro-
cess enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with DuoSet
DY350 (R&D Systems Inc), DuoSet DY365 (R&D Systems Inc),
BMS281INST (eBioscience, The Affymetrix company), DuoSet DY270
(R&D Systems Inc) and DuoSet DY271 (R&D Systems Inc), respec-
tively, according to the manufacturer’s instructions.

2.6. Statistical analyses

Prior to the statistical analyses, the normal distribution and
homogeneity of the variances were tested using a Kolmogorov-
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Smirnov test. Normally distributed data were expressed as the mean
+ standard deviation (SD), whereas variables with a skewed distribu-
tion were represented as the median (25th percentile — 75th percen-
tile) or transformed into a decimal logarithm. Categorical variables
were reported as numbers (percentages). Qualitative variables were
analysed using the x? test or Fisher’s exact test when necessary.
Comparisons between groups were performed with nonparametric
Kruskal-Wallis (KW) and/or Mann-Whitney (MW) tests for unpaired
samples and a Wilcoxon t-test for paired samples (W). When applica-
ble, Bonferroni post-hoc approach was used in multiple comparison
analyses. Associations between quantitative variables were evaluated
using the Spearman correlation. Allele and genotype frequencies and
the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were evaluated using
SNPstats software [14]. To estimate the association between chemo-
kine and chemokine receptor genetic polymorphisms and immune
recovery status, we used multiple inheritance models (codominant,
dominant, recessive, overdominant and additive). For each SNP, the
odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (Cls) were calculated
using unconditional logistic regression analysis with adjustment of
the baseline pre-ART CD4" T-cell counts. In addition, the HaploReg
v4.1 software (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/
haploreg.php), a bioinformatic tool designed for exploring the anno-
tations of the noncoding variants in haplotype blocks, was used to
evaluate the mechanistic hypothesis of the queried SNP. Statistical
analyses were performed using SPSS (version 21.0, SPSS Inc., Chicago,
IL), and graphical representations were generated with GraphPad
Prism software (version 5.0, GraphPad Inc, San Diego, CA). The
results were considered significant at P < 0.05.

2.7. Role of funders

Funders had no role in the study design and participants’ recruit-
ment, no role in general laboratory measurements, data analysis, and
interpretation of data; no role in the writing of the manuscript, and
no role in the decision to submit the final manuscript for publication.

3. RESULTS
3.1. Patient characteristics

The pre-cART clinical characteristics of the study cohort of HIV-
positive participants (n = 502) were categorized according to the
baseline CD4" T-cell counts (Fig. 1) and are presented in Table 1. The
patients associated with cases (baseline CD4" T-cell < 200 cells/uL)
were older, presented significantly decreased CD4" T-cell counts and
increased plasma viral loads compared to controls (baseline CD4" T-
cell > 200 cells/uL), and they were categorized according to immune
recovery criteria based on CD4" T-cell counts after 48 weeks of sup-
pressive cART (48w ART) as immunological recoverers (IRs, n = 118)
or immunological nonrecoverers (INRs, n = 108). The INRs were older,
presented significantly lower CD4" T-cell counts at baseline and were
associated with intravenous drug use at enrolment.

3.2. SDF-1 and MCP-1 are prognostic markers of the immune response
to cCART

Higher SDF-1 (P = 0.074), RANTES (P = 0.006) and MCP-1
(P = 0..002) plasma concentrations (non-parametric Mann-Whitney
was used to compare differences between groups, P values (0.05 con-
sidered statistically significant, and P values ) 0.05 but < 0.10 were
considered relevant for results interpretation) negatively correlated
with these chemokines to baseline CD4* T-cell counts (Fig. 2). Of
interest, the baseline SDF-1 and MCP-1 plasma concentrations were
higher in INRs than in IRs. Therefore, these two molecules are related
not only to the pre-cART low CD4" T-cell count but also to immune
recovery prognosis. In contrast, MIP-alpha (MIP-«) showed a positive

association with baseline CD4" T-cell counts (P = 0.004, Spearman
correlation test). In fact, plasma concentrations of MIP-« were signifi-
cantly higher in controls compared to cases (Table 1, P = 0.006, non-
parametric Mann-Whitney test), although no differences were
observed between INRs and IRs.

The independent association between baseline CD4" T-cell counts
and plasma chemokine concentrations was corroborated using step-
wise multiple regression analysis with the baseline CD4" T-cell count
as the dependent variable. The model was statistically significant (F
(3,198) = 8.316, P < 0.001) and accounted for approximately 10% of
the variance in the baseline CD4" T-cell counts (R? = 0.112, adjusted
R? = 0.098). These observations suggest that lower CD4" T-cell counts
are primarily predicted by higher plasma MCP-1 and SDF-1 concen-
trations and to a lesser extent by higher plasma viral loads, which
accounted for approximately 5%, 4% and 2% of the variance in the
baseline CD4" T-cell counts, respectively (Fig. 2b.1). Thus, the poten-
tial for the circulating MCP-1 and SDF-1 baseline values to be prog-
nostic markers of immune status due to poor CD4" T-cell count
recovery after 48 w cART was analysed using standard regression
analysis with 48w cART CD4" T-cell count as the dependent variable.
In that case, the model was statistically significant (F(2, 333) = 7,
P = 0.001, standard regression analysis) and accounted for approxi-
mately 4% of the variance in the 48w cART CD4" T-cell counts (MCP-1
accounted for approximately 3% of the variance). Thus, we confirmed
that these two molecules are related to low CD4'T-cell counts pre-
cART and at 48w, playing an important role in immune recovery
prognosis (Fig. 2b.2). It is important to highlight that the R-squared is
a measure of exploratory power, not fit, and for that reason reporting
the value of R-squared significantly different from 0, even less than
0.7 (generally considered a model with very good fit), indicated that
the regression model had statistically significant exploratory power.

3.3. SDF-1 is a marker of poor progression, and the MCP-1& MIP-« are
markers of ACD4" T-cells

The circulating plasma SDF-1 and RANTES concentrations remained
significantly elevated in cases compared to controls after cART for 48
weeks (Fig. 3). In fact, the level of SDF-1 was significantly different
between INRs and IRs at both baseline (P = 0.036, non-parametric
Mann-Whitney test) and after 48 w of cART (P = 0.036, non-paramet-
ric Mann-Whitney test), which indicates SDF-1 as not only a prognos-
tic marker of the immune response but also disease progression. On
the other hand, circulating plasma MIP-« levels were higher in con-
trols than in cases after 48w of cART, although no differences were
observed between INRs and IRs. Regarding plasma MCP-1 concentra-
tions, the initiation of ART decreased the circulating chemokine con-
centration in all participants. In fact, the percentage decrease in MCP-1
(AMCP-1) during cART was significant between cases and controls
(P = 0.001, non-parametric Mann-Whitney test) but not between INRs
and IRs (P = 0.100, non-parametric Mann-Whitney test).

Finally, the percentage increase in the CD4" T-cell counts (ACD4*
T-cell) was calculated to evaluate its association with the percentage
increase/decrease in each chemokine during the 48w of cART. The
ACD4" T-cell count was positively related to the AMIP-« concentra-
tions (p= 0.137, P = 0.040, Spearman correlation test), and inversely
correlated with the AMCP-1 plasma values (o= —0.124, P = 0.023,
Spearman correlation test). These results corroborated MCP-1 and
MIP-« as general markers of CD4" T-cell responses to cART follow-up.

3.4. Genetic association study of chemokine (CXCL12 and CCL5) gene
variants

Table 2 summarizes the distribution of CXCL12 rs1801157, located
on chromosome 10, and CCL5 rs2280789, CCL5 rs2280788 and CCL5
rs2107538, located on chromosome 17, among the groups, which
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Table 1
Study cohort (n = 502) characteristics of the according classification criteria .
Control (n=262)  Cases (n =240) P-value* IR (n=108) INR (n=118) P-value™*
Pre-ART clinical characteristics
Age at cART initiation (years) 37 [31-45] 39 [34-48] 0.001 37[33-42] 42 [36-50] <0.001
Male 209 (80.38) 192 (80.67) 0.545 94 (79.67) 83(76.85) 0.610
Risk factor 0.268 0.004
Heterosexual 89 (34.23) 92 (38.65) 43(37.07) 47 (43.52)
Homo/Bisexual 128 (49.23) 94 (39.50) 58 (50.00) 35(3241)
Intravenous drug abuse 37(14.23) 47 (19.75) 13(11.21) 23(21.3)
Other/Unknown 6(2.29) 5(2.10) 2(1.72) 3(2.78)
CD4" T-cell count (cells/uL) 327 [265-439] 92 [37-162] <0.001 135[59-182] 59[19-116] <0.001
Plasma HIV RNA load (log copies/mL) 4.88[4.30-5.26] 515[4.72-5.61]  <0.001 5.08 [4.74-5.61] 527[4.77-5.67]  0.587
HCV co-infection (Positive) 38(16.17) 48 (22.53) 0.257 22(19.47) 22 (22.68) 0.116
Pre-ART plasma chemokine concentrations
SDF-1 (pg/mL) (n =377) 0.25[0.21-0.30] 0.26 [0.22-0.30]  0.074 0.25[0.21-0.30]  0.26[0.24-0.31]  0.036
Log RANTES (pg/mL) (n = 380) 1.45[0.77-1.91] 1.75[1.04-1.97]  0.006 1.61[0.97-1.95] 1.86[1.11-1.98] 0.104
Log FK (pg/mL) (n = 345) 0.66 [0.57—0.79] 0.67 [0.55-0.76]  0.583 0.66 [0.55-0.76]  0.68 [0.55-0.78]  0.304
Log MCP-1 (pg/mL) (n = 345) 2.40[2.18-2.61] 2.51[2.31-2.73]  0.002 2.47[2.24-2.69] 2.58[239-2.78]  0.037
Log MIP-a (pg/mL) (n = 231) 146[1.24-1.70]  1.34[121-1.50]  0.006 1.31[1.18-149]  1.39[1.21-1.55]  0.424
Log MIP-b (pg/mL) (n =223) 1.69 [1.52-1.81] 1.64[1.49-1.80] 0.471 1.63[1.49-1.78] 1.66[1.45-1.81] 0.571

Data are presented as n (%) or median (interquartile range). Categorical data were compared by means of a x2 test, whereas continuous data were compared
using non-parametric Mann-Whitney test (P* value for comparison between control and cases, P** value for comparison between IR and INR). P value ( 0.05
was considered significant and is highlighted in bold. All P values ) 0.05 but < 0.10 were considered relevant for results interpretation and are italicized. INR,

incomplete immune recoverers; IR, immune recoverers.

MCP-1/CCL2, monocyte chemoattractant protein-1; MIP-a/CCL3, macrophage inflammatory protein-1 alpha; MIP-f/CCL4, macrophage inflammatory protein-1
beta; RANTES/CCL5, regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted and SDF-1/CXCL12, stromal cell-derived factor 1.

were in accordance with the data listed in the NCBI SNP database and
consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE).

Regarding CXCL12 rs1801157, our results suggested a potential
association between SDF-1 expression and the immune response to
CART (P = 0.065, Fig. 4a). Five inheritance models were fitted, which
correspond to different groupings of the genotypes, and the Akaike’s
Information Criterion (AIC) and Bayesian Information Criterion (BIC)
calculated to select the best model for each specific SNP. In fact, con-
sidering the AIC and BIC scores adjusted for the baseline pre-cART
CD4" T-cell counts, an association with immune recovery status was
detected with the recessive model (Table 3).

No association was found between the selected CCL5 gene var-
iants and a pre-cART low CD4" T-cell count or immune response to
cART. However, a pairwise linkage disequilibrium (LD) estimate was
obtained for the CCL5 gene polymorphisms (Table 3b), revealing that
all the SNP marker combinations exhibited perfect LD scores in each
of the analysed groups. Any of the possible haplotypes were related
to low pre-cART CD4" T-cell counts or to cART-associated immune
recovery (data not sown).

3.5. Genetic association study of selected chemokine receptor gene
variants

Table 4 summarizes the characteristics of the CX3CR1
rs3732178_814 and rs3732379, CCR2 rs1799864_814, and CCR5
rs2734648, rs1799987, rs1799988, rs1800023, rs1800024 and
1s333_814 polymorphisms located on chromosome 3 among the
groups, which were in accordance with the data listed in the NCBI
SNP database and the HWE. The genotype frequencies for all selected
chemokine receptor gene variants explored in this study were consis-
tent with the HWE. No association was found between the CX3CR1
gene variants, and pre-cART low CD4" T-cell counts or immune recov-
ery status. However, our results suggested a potential association
between CCR2 rs1799864_814 and the immune response to cART
(P = 0.076, Table 4 and Fig. 4). Considering the AIC and BIC scores
(adjusted for the baseline pre-cART CD4" T-cell counts), the associa-
tion was detected for the codominant model (G/A, OR = 0.48, 95%
Cl=0.22-1.06, P = 0.047). However, the confidence interval includes
1, and thus there is insufficient evidence to conclude that the groups
are statistically significantly different.

Regarding CCR5 gene variants, only CCR5 rs1800024 and CCR5
rs333_814 (A32) were related to immune recovery status (Table 4 and
Fig. 4). In the case of CCR5 rs1800024, considering the AIC and BIC
scores (adjusted for baseline pre-ART CD4" T-cell counts), an associa-
tion was detected with the codominant model (C/T, OR = 0.48, 95%
Cl = 022-1.03, P = 0.024 from logistic regression analyses using
SNPstats software). We also found a significant relationship between
poor immune recovery status and the A32 homozygous genotype
(1 allele, Table 5), although the risk was not found to be statistically
significant in the SNP analysis (OR = 2.05, 95% CI = 0.79-5.34, P = 0.13).

Finally, multiple—SNP analysis was performed for all chemokine
receptor variants located on chromosome 3 ordering them by the
correlative chromosome position. LD was found between several
genetic variants (Fig. 4b). Interestingly, among cases, a strong LD was
found between the two chemokine receptor variants, CCR2
1s1799864_814 and CCR5 rs1800024, which were associated with the
immune response in the single SNP analysis, (D’ = 0.9992, P < 0.001,
LD analysis using SNPstats software), indicating that these alleles of
each gene are inherited together more often than would be expected
by chance (Fig. 4b). The haplotypes GCGTGTGCA (OR = 0.12, 95%
Cl = 0.02-0.94, P = 0.044, haplotype analyses using SNPstats soft-
ware) and ATGGACACA (OR =0.11,95% CI = 0.02-0.61, P = 0.013, hap-
lotype analyses using SNPstats software) were associated with the
immune response according to the CD4" T-cell counts after 48 weeks
of cART (Table 5).

3.6. CXCL12 rs1801157 and CCL5 rs2280788 impact the baseline
chemokine values

Then, the impact of the selected chemokine gene variants on cir-
culating chemokine concentrations was explored in cases (INR and
IR) to establish any possible association with immune recovery status
in response to cART (Fig. 5). Interestingly, among the CCL5 gene var-
iants explored in this study, only CCL5 rs2280788 was associated
with circulating chemokine concentrations. Rather than being associ-
ated with plasma CCL5 values, CCL5 rs2280788 was strongly related
to plasma fractalkine (P = 0.008, one-way ANOVA test) and MIP-«
(P < 0.001, one-way ANOVA test) values in IRs and circulating MIP-8
(P = 0.041, one-way ANOVA test) in INRs. Regarding CXCL12
rs1801157, an association was found between this SDF-1 gene
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Fig. 2. a) Correlation analysis between the baseline (pre-cART) CD4" T-cell counts and selected chemokines (Spearman correlation test). Insert shows the baseline circulating con-
centrations of the selected chemokines in INRs (n = 85) and IRs (n = 89) compared with those in a group of control participants (n = 206) (non-parametric Mann-Whitney test).
b) Association of plasma chemokine concentrations to pre-cART low CD4" T-cell counts (b.1) and immune recovery status (b.2) (Multiple regression analysis). b.1) Stepwise regres-
sion results for the prediction of the baseline pre-cART CD4" T-cell counts. The dependent variable was baseline pre-cART CD4" T-cell counts and the independent variables tested
initially were log CV, SDF-1/CXCL12, log fractalkine/ CX3CL1, log MCP-1/CCL2, log MIP-¢¢/CCL3, log MIP-8/CCL4 and log RANTES/CCL5. b.2) Standard regression results for the predic-
tion of immune recovery status. The dependent variable was CD4" T-cell counts after 48 weeks of cART and the independent variables were SDF-1/CXCL12 and log MCP-1/CCL2.

sr? = squared semi-partial correlation used to calculated the percentage of the variance.

variant and the circulating SDF-1 concentration in IRs (P = 0.05, one-
way ANOVA test).

3.7. CCR2 151799864 and CCR5-A32 determine the chemokine
concentration in INR

No association was found between the selected CX3CR1 variant and
the vast majority of CCR5 gene variants and circulating chemokine

values. Only CCR5-A32 was significantly related to the plasma MIP-8
concentration in INRs (P = 0.002, one-way ANOVA test), although the
expression of this chemokine in the circulation was not related to pre-
CART CD4" T-cell counts or to immune response in this study. On the
other hand, the expression of CCR2 rs1799864_814 was significantly
related to the plasma RANTES concentration in INRs, corroborating the
binding of this chemokine to the CCR2 receptor (Fig. 5) and the poten-
tial role in the immune response.
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Fig. 3. Longitudinal evaluation of SDF-1/CXCL12 (n = 208 controls, n = 85 INR and n = 88 IR), RANTES/CCL5 (n = 208 controls, n = 85 INR and n = 89 IR), MCP-1/CCL2 (n = 185 controls,
n =77 INRand n = 80 IR) and MIP-«/CCL-3 (n = 130 controls, n = 48 INR and n = 53 IR) during 48 weeks of cART in INRs and IRs compared to a control group of subjects.
Data are represented as the mean+SEM. Non-parametric Mann-Whitney test, * significant differences to control group and ¢ significant differences to IRs) .

Table 2
General characteristics for the genetic study of CXCL12 (SDF-1) and CCL5 (RANTES) gene variants.
Polymorphism Chr Position Genotype  Cases Control P-value Cases P-value HWE
INR IR Control INR IR
CXCL121s1801157 C>T  chr10:44,372,809  CC 144 (68%)  151(67%)  0.439 64 (67%) 73(71%)  0.065 0.054 033 012
CT 62 (29%) 61(27%) 27 (28%)  30(29%)
TT 7 (3%) 13 (6%) 5(5%) -
CCL5 rs2280789 T>C chr17:35,879,999  TT 156 (75%)  176(80%)  0.177 75(77%)  73(74%) 0812 0.48 063 043
TC 47 (23%) 45 (20%) 20(21%)  23(23%)
CC 5(2%) 1(0%) 2(2%) 3(3%)
CCL5 rs2280788 C>G chr17:35,880,401  CC 205(95%) 219(95%)  0.948 98 (95%) 96(96%) 0.767 1 1 1
GC 10 (5%) 11 (5%) 5(5%) 4 (4%)
CCL51s2107538 C>T chr17:35,880,776  CC 135(64%) 144(64%)  0.548 64 (66%) 64(62%) 0.348 0.41 016 1
CT 66 (31% 73 (33%) 30(31%)  31(30%)
TT 11 (5%) 7 (3%) 3(3%) 8(8%)

P-values were calculated by the Chi-square test. HWE, Hardy-Weinberg equilibrium.

4. DISCUSSION

The cytokine-chemokine network is enormously complex with a
large number of different involved molecules (ligands, receptors
and regulatory proteins, among others) that play fundamental roles
in the development and homeostasis of the immune system. [13]
Accordingly, the chemokine-chemokine receptor system clearly
plays an important role in the HIV life cycle, disease progression,
and HIV reservoir establishment, [15—17] presenting new perspec-
tive for the development of effective therapeutic approaches in
response to HIV/AIDS susceptibility during the last 10 years. [18] In
this context, the present study aims to investigate the network
associated with the selected CCL chemokines (Fig. 6) which are
linked to our previous work focused on immune reconstitution.
[9,10] Network modeling elucidated the relationship between gluta-
mate metabolism to CCL2/CCR2, CCL5 and CX3CR1 axis in CD4" T-
recovery [9] and we anticipated that the study of IL-7 and its recep-
tor could support new insights regarding T-cell reservoir in HIV-
positive participants. [10] Based on these findings we firmly
believed that the study of the previously identified chemokines

related to IL-7/IL-7R axis may reveal promising results on immune
reconstitution. For that reason, cytokine IL-7 and chemokines CCL2
and CCL5 have been selected as input in the STRING interface to
expand the chemokine-chemokine receptor network and to estab-
lish which chemokine and chemokine receptor candidates will be
included in the present work (Fig. 6). To our knowledge, this is the
first work that jointly evaluates this network of chemokines as
prognostic and follow-up markers of immune recovery status by
determining circulating concentrations and performing a genetic
polymorphism study. Concretely, our main findings were that the
baseline plasma MCP-1/CCL2 and SDF-1/CXCL12 concentrations
accounted for approximately 9% and 4% of the variance of the base-
line and 48w cART CD4" T-cell counts, respectively, and that, the
CXCL12 rs1801157 was associated with the immune response. Addi-
tionally, regarding chemokine receptors, we demonstrated that
while CCR2 rs1799864_814 and CCR5 rs1800024 revealed a strong
LD, the combination of the different CX3CR1, CCR2 and CCR5 SNPs
analyzed in chromosome 3 resulted in two haplotypes that were
significantly associated with the immune response according to the
CD4" T-cell counts after 48 weeks of cART.
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Fig. 4. Genetic association study of selected chemokine and chemokine receptor gene variants. a) Distribution of CXCL12 rs1801157, CCR2 rs1799864_814, CCR5 rs1800024 and
CCR5 1s333_814 (A32) among cases (n = 100 INR and n = 100 in IR) (P-values were calculated by the Chi-square test). b) Linkage disequilibrium analysis in cases (INRs versus IRs)
for chemokine receptor located on chromosome 3 (n = 450) (Multiple SNP-analysis by SNPstats software).

Circulating concentrations of SDF-1/CXCL12 and CCL5/RANTES
were higher in cases compared to those in controls at both baseline
and after 48w cART, but only SDF-1/CXCL12 was crucial for the differ-
entiation among INRs and IRs. Our results suggest that elevated
plasma SDF-1/CXCL12 is a prognostic indicator of low CD4" T-cell
counts preceding immune failure in response to cART and a follow-
up marker of poor immune reconstitution despite successful viro-
logical suppression during cART. Although increased plasma levels
of SDF-1/CXCL12 were previously related to HIV infection, [19]
data on its role as a prognostic marker of immune status are still
scarce. SDF-1/CXCL12 is the most primitive chemokine that regu-
lates development in multiple systems and diverse cell functions,
including proliferation and survival in the immune system,
through the two known receptors CXCR4 and ACKR3. [13,15,20]
Interestingly, the affinity of CXCL12/SDF-1 for CXCR4 correlates
well with its action as a suppressor of infection by T-tropic HIV-1

species and its ability to induce CXCR4 internalization. [21] In this
context, the observed adverse effect of SDF-1 gene expression on
the natural history of HIV-1 disease could be explained by the fact
that the SDF-1-3'T allele was more likely to be associated with
detectable X4- tropic viruses. [22] Consistent with these data, we
observed that the expression of the CXCL12 gene influenced circu-
lating SDF-1 concentrations in IRs, and according to Restrepo et al.,
[23] the expression of CXCL12 rs1801157 TT genotypes was associ-
ated with a higher probability of CD4 T-cell recovery failure in HIV
patients despite complete viral suppression with cART. In fact, we
observed that all cases included in the study carrying the CXCL12
rs1801157 TT genotypes were associated with INRs, and in con-
trast, the number of participants carrying the CXCL12 rs1801157
CC genotypes were higher in the group of IRs compared to the
group of INRs (P = 0.065). By using the HaploReg software, we
found that the CXCL12 rs1801157 is in high LD with SNPs involved
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Table 3
Association between CXCL12 and CCL5 gene variants to immunological recovery status after 48 weeks of cART.

Polymorphism IHT model Genotype INR IR OR (95% CI) P-value AIC BIC

A) CXCL12 rs1801177 was associated to the immune recovery status after 48 weeks of cART. Data analysis is summarized with n (%), odds ratio (OR) and 95% confidence
interval (CI). The AIC and BIC values were used to choose the inheritance model (IHT) (adjusted by baseline CD4" T-cell counts) that best fits the data. AIC, Akaike Information
Criteria; BIC, Bayesian Information Criteria.

rs1801157 C>T Codominant C/C 64 (66.7%) 73 (70.9%) 1.00 0.038 249.6 262.8
C/T 27 (28.1%) 30(29.1%) 0.86 (0.44-1.68)
T/T 5 (5.2%) 0( %) 0.00 (0.00-NA)
Dominant C/C 64 (66.7%) 73 (70.9%) 1.00 0.34 253.3 263.2
C/T-T/T 32(33.3%) 30(29.1%) 0.73 (0.38-1.39)
Recessive c/c—C|T 91 (94.8%) 103 (100%) 1.00 0.012 2478 257.7
T/T 5(5.2%) 0(0%) 0.00 (0.00-NA)
Overdominant C/C-T|T 69 (71.9%) 73 (70.9%) 1.00 0.82 254.1 264
C/T 27 (28.1%) 30(29.1%) 0.93 (0.48-1.80)
Polymorphism Cases-Controls INR-IR
D’ r P-value D’ r P-value
B) Linkage disequilibrium analysis for CCL5 gene variants.
rs2280789- rs2280788 0.9965 0.4176 <0.001 0.9964 0.3794 <0.001
1rs2280789- 152107538 0.9995 0.7398 < 0.001 0.9995 0.7723 < 0.001
1rs2280789-1s2107538 0.9961 0.3090 < 0.001 0.9961 0.2931 < 0.001

in the promotion and enhancement of histone marks and motif
changes. In the light of these results, protective role of the CXCL12
rs1801157 C-allele and CC genotype in chronic lymphocytic leu-
kaemia development was observed, whereas the presence of the T
variant was linked with the higher risk of the disease as well as
impaired response to the therapy independently of the regimen
used. Interestingly, the presence of the CXCL12 rs1801157 variant
may be related with a decrease of CXCL12 and increase of its recep-
tor (CXCR4) mRNA expression levels. [24]

The other chemokine that played a potential role in immune
reconstitution was MCP-1/CCL2; increased baseline values were a

good marker of poor immune prognosis, accounting for approxi-
mately 3% of the variance in CD4" T cells after 48 weeks of treatment.
MCP-1/CCL2 is an inflammatory chemokine produced by several
types of cells and a chemoattractant for CD4" T cells, monocytes/mac-
rophages, and NK cells, recruiting them to the sites of infection and
inflammation. [13,15] High CCL2/CCR2 levels were previously linked
to several HIV-associated disorders through leukocyte recruitment
and maintenance of the inflammatory status, [13,15,16,25] but their
association with previous poor immune reconstitution in HIV partici-
pants on ART has been poorly studied, and the results remain unclear.
In the present study, we found an association between the CCR2

Table 4
General characteristics for the genetic study of CX3CR1, CCR2 and CCR5 gene variants.
Polymorphism Chr Position Genotype Cases Control P-value Cases P-value HWE
INR IR Control INR IR

CX3CR1rs3732378_814 G>A  chr3:39,265,671 GG 153(73%) 171(76%) 0.379 8(72%) 78(76%) 0.517 0.55 068 1
GA 54(26%) 49 (22%) 6(27%) 23 (23%)
AA 2(1%) 5(2%) 1(1%) 1(1%)

CX3CR171s3732379 C>T chr3:39,265,765 CcC 111 (54%) 118(55%) 0.733 7(51%) 58(58%) 0.347 0.49 0.28 0.59
cT 83 (4%) 80 (37%) 41(45%) 35 (35%)
T 11 (5%) 17 (8%) 4(4%) 7(7%)

CCR2 151799864 G>A chr3:46,357,717 GG 175(82%) 184(83%) 0.980 4(76%) 88(85%) 0.076 1 035 0.16
GA 37(17%)  37(17%) 3(24%) 14(13%)
AA 2(1%) 2(1%) - 2(2%)

CCR5 152734648 G>T chr3:46,370,349 GG 78 (38%) 76 (34%) 0.583 4 (37%) 40(40%) 0.919 0.58 1 1
GT 96 (47%) 104 (47%) 4 (47%) 46 (46%)
T 31(15%)  42(19%) 5(16%) 14(14%)

CCR5151799987 A>G chr3:46,370,444 AA 59 (28%) 58 (26%) 0.565 6(27%) 28(27%) 0.946 0.79 054 1
AG 107 (51%) 109 (49%) 2(54%) 52(51%)
GG 44(21%) 56 (25%) 9(20%) 22(22%)

CCR5 151799988 C>T chr3:46,370,768 CcC 59 (30%) 62 (28%) 0.842 8(30%) 28(30%) 0.851 0.34 1 1
cT 98(49%) 102 (47%) 47 (51%) 46 (49%)
T 41(21%)  55(25%) 8(19%) 20(21%)

CCR5 151800023 A>G chr3:46,370,817 AA 82 (40%) 85(38%) 0.515 6(38%) 42 (42%) 0.856 040 0.83 0.87
AG 92(45%) 107 (45%) 3(46%) 44 (44%)
GG 31(15%)  38(17%) 15(16%) 14 (14%)

CCR5 151800024 C>T chr3:46,371,068 CcC 169 (79%) 181(82%) 0.749 0(74%) 86(82%) 0.047 1 0.36 0.08
CT 41(19%)  38(17%) 5(26%) 16 (15%)
T 3(1%) 2(1%) - 3(3%)

CCR5rs333_814 chr3:46,373, 1allele 26 (13%) 22(10%) 0.226 15 (16%) 8(8%) 0.049 — - -

(A32) 453-46,373,487  (AA)

2alleles 108 (87%) 201(90%) 76 (84%)  95(92%)

(AB)
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1s1799864_814 AG genotype and the probability of presenting poor
immune reconstitution after cART, which corroborates the recent

o) work presented by Restrepo et al. [23] By using HaploReg software,
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v |5 § aﬁ (GCGTGTGCA and ATGGACACA) resulting from combined CX3CR1,
EH N flo<<u<< E f CCR2 and CCR5 chemokine receptor gene expression were associated
E E 2, 2 £ with the immune response based on the CD4" T-cell counts after 48
= % S § S E weeks of cART. Taken all together, our data supports the proof-of-
z| & E g § concept studies of experimental chemokine receptors as promising
2|8 flroovrovo|2g candidates for advanced clinical trials. From the three chemokine
'é § - Eﬂ § antagonist that have been approved yet, one of them is a non-com-
= 5 S -5 . . . .
S8 Y <8 petitive allosteric that targets the chemokine recognition site 2 of
E E E Bg CCRS5 to stabilize the chemokine receptor in an inactive conformation.
E § rloc<co<< § :O: [30] It is Maraviroc, a small well-tolerated molecule approved by the
2| B - g S US FDA to treat HIV-1 infection with special interest in participants
g & 3 <z with CCR5 tropism because their capability to prevent the binding of
s D s chemokine and HIV gp120. Additionally, other phase 3 trials are
= Plevoruvo %E ongoing to evaluate this capability of CCR5 to be a potential thera-
g - E g peutic candidate (e.g. leronlimab or cenicriviroc), but of interest is
3 2 72 cenicriviroc. Cenicriviroc is a well-tolerated dual CCR2 and CCR5
£ g . . .
< S % 25 antagonist that has been evaluated for the treatment of liver fibrosis
E S Ploovooo g‘ibé in HIV-negative adults with alcoholic steatohepatitis (AURORA
}:j @ § study). In fact, promising data suggest that cenicriviroc could
= g § $ improve hepatic inflammation, insulin resistance and liver fibrosis by
‘2 0 é g the inhibition of CCR2 monocyte recruitment which directly affects
= — |2 g CCL2 signaling.
< ZlovuVUERK|EE
E § £ }% A limitation of our study is that the number of patients per group
s 5 g g¢ in genetic studies is not consistent with the number of samples avail-
§ ] é’ f able for the study of circulating chemokine-chemokine receptor con-
g f[é vovo<o| s centrations, which would make our results more consistent in the
‘é 3 j% search for predictive and diseases progression markers. Recently,
n o u =2 . . .
PR £5 Norris et al. [33] also evaluated serum levels of 30 different cytokines
ﬁ :% TaNmTnel 58 (including 17 chemokines) at baseline and at one and two years after

viral control to determine whether cytokine levels correlated with
INR status, and minimal differences were observed between IRs and
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Fig. 5. Influence of chemokine receptor genes in circulating chemokine concentrations in INRs compared to IRs. Data are represented as the mean+SD (One-Way ANOVA testing for

association between listed parameters and SNP genotypes).
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Fig. 6. Chemokine-chemokine receptor interaction analysis based on previously available data [9,10] using the STRING database [38]. The cytokine IL-7 and chemokines CCL2 to
CCL5 have been selected as input, expanded by an additional 5 proteins in the STRING interface and the confidence cut-off for showing interactions links has been set to high confi-

dence (0.700).

INRs. The study was performed in a group of 50 INRs compared to 50
IRs from the Women’s Interagency HIV Study and only circulating
levels were tested. Thus, the present work is the largest study evalu-
ating circulating chemokine levels and their association to genetic
chemokine and chemokine receptor variants ever done. Another
characteristic of the present study was that lower pre-cART CD4" T
cell counts median values in INR subjects can be observed compared
to IR subjects, probably due to the relevance of the CD4"* T-cell count
before cART onset as an intrinsic risk factor of immune failure to
cART as previously described. [9,10] On the other hand, we did not

include CCL3L1-CCL4L1 copy number variation (CVN) due to their
complexity and controversial association to HIV infection. Ahuja et al.
[34] postulated that variations in the CCL3L1-CCR5 axis influences
the recovery of CD4" T-cell counts and that the greatest impact of
these genotypes appears to be on sustaining the initial CD4"T-cell
gains after two years of cART in individuals initiating cART at more
than 350 CD4" T-cell counts. Thus, because our study design classified
participants by their initial CD4*T-cell count, we considered that in
this study CCL3L1—-CCL4L1 CVN results would be biased by the study
design.
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In conclusion, taken together, our data corroborated that the che-
mokine-chemokine receptor system is more complex than indicated
by the study of a selected chemokine and its natural ligands due to
the network existing among the different chemokines and their
receptors. We want to highlight that some therapeutic strategies
involving the use of chemokine inhibitors (e.g. I-2, IL-7) has already
been tested but unfortunately the results obtained are still so far
away to be effective. Thus, it is very likely that new individual or
combinatorial approaches including cytokines and/or chemokines
with immune checkpoint blockage are needed to achieve complete
immune recovery status in poor immune recovery HIV-positive
patients. In the present study, we suggest that the SDF-1/CXCL12,
MCP-1/CCL-2 and CCR5 receptors are key effectors of susceptibility to
HIV progression, especially in terms of immune reconstitution. Circu-
lating concentrations and gene expression patterns of SDF-1/CXCL12
(CXCL12 rs1801157) and MCP-1/CCL2 (CCR2 rs1799864_814) are
associated with immune recovery status and could be considered
prognostic markers of immune failure despite cART. In fact, circulat-
ing concentrations of SDF-1 at 48 weeks of cART follow-up could be
considered a marker of disease progression, whereas an increase in
MCP-1 values could denote a decline in the CD4" T-cell count. Thus, it
is not surprising that targeting CXCL12/CXCR4 axis in tumor immu-
notherapy has emerged because of its critical role in the regulation of
cancer stem cells, and in the activation of multiple signaling path-
ways (ERK1/2, ras, p38 MAPK, PLC/ MAPK, and SAPK/ JNK) for tumor
initiation and progression. [35] Pharmacological inhibition of MCP-1/
CCL2 with Spiegelmer mNOX-E36, a mirror-image oligonucleotide
with good tolerability, has been investigated as adjunct immunosup-
pressive therapy in transplantation by their ability to bind to a rele-
vant target molecule in a manner conceptually similar to the way
antibodies recognize antigens. [36] Of interest, dual blockade of
CCL2/MCP-1 and CXCL12/SDF-1 revealed additive therapeutic effects
in murine proliferative lupus nephritis because the anti-inflamma-
tory effects caused by CCL2/MCP-1 blockage and the glomerular fil-
tration barrier protection due to CXCL12/SDF-1 inhibition. [37]
Regarding CCR5 gene variants, only CCR5 rs1800024 and CCR5
rs333_814 (A32) were related to immune recovery, but interestingly,
strong LD between CCR2 rs1799864_814 and CCR5 rs1800024 indi-
cates that these alleles of each gene are inherited together more often
than would be expected by chance. In summary, our results open a
new window to proof-of-concept studies for chemokines (SDF-1/
CXCL12 and MCP-1/CCL-2) and chemokine receptors (CCR2 and
CCR5) blockage as potential therapeutic options for advanced clinical
trials with promising fortunate outcomes.

Further investigation to clarify the synergy between the expres-
sion of different chemokines and chemokine receptors could provide
new insights regarding the mechanisms implicated in the immune
reconstitution, which could be exploited for emerging therapeutic
strategies in INRs.
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Las adipoquinas son citoquinas producidas principalmente por los adipocitos, y tienen una funcién
paracrina y autocrina, siendo elementos clave en la regulacién de la respuesta inmune. En este
articulo, se analizd el papel de las adipoquinas en la regulacion de la respuesta inmune y sus
concentraciones tanto a nivel basal como durante el seguimiento. Las adipoquinas estudiadas fueron
la adiponectina, apelina y su receptor, fatty acid-binding protein 4 (FABP4), leptina, omentina,
retinol-binding protein 4 (RBP4), resistina, vaspina y zinc-alfa-2-glicoproteina (ZAG). Se empled un
esquema similar al articulo anterior, de modo que 221 pacientes naive, fueron clasificados como
casos o controles segun los valores basales de T-CD4" (casos si T-CD4" <200 células/pL y controles si
T-CD4" >200 células/uL). Los casos a su vez se clasificaron segin su respuesta inmune a las 144
semanas de iniciar el TAR como Inmunoldégicamente respondedores (IR, si T-CD4" >250 células/pL) o
inmunoldgicamente no respondedores (INR, si T-CD4" <250 células/uL). De esta manera, se
analizaron las concentraciones de las adipoquinas mencionadas a nivel basal, a las 48 semanas y a
las 144 semanas.

A nivel basal, los INR mostraron una mayor frecuencia de hipertensién arterial, y un recuento de T-
CD4" y ratio CD4/CD8 menores. A nivel basal y a las 144 semanas, los INR presentaban
concentraciones inferiores de receptor de apelina y ZAG que los IR, lo que sugiere que
concentraciones plasmaticas bajas de estas adipoquinas ademas de predecir una respuesta inmune
discordante son marcadores de progresién de la enfermedad.

Para validar los resultados, los pacientes clasificados como casos fueron reclasificados en dos grupos
en funcién de la ganancia de T-CD4" a las 144 semanas: grupo A los pacientes que recuperaron =100
células/uL y grupo B los que recuperaron <100 células/uL. Los pacientes del grupo A mostraron
concentraciones mas bajas de receptor de apelina y RBP4, lo que valida el receptor de apelina como
un marcador predictivo de mala respuesta inmunoldgica. Por ultimo, se observé que tras el inicio del
TAR, las concentraciones de FABP4 aumentaron significativamente en todos los grupos de pacientes.

En conclusidn, el receptor de la apelina, RBP4 y ZAG se relacionan con la reconstituciéon de T-CD4 *
en personas con VIH con correcta supresion viroldgica.
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Abstract: A significant proportion of people living with HIV (PLHIV) who successfully achieve
virological suppression fail to recover CD4* T-cell counts. Since adipose tissue has been discovered as
a key immune organ, this study aimed to assess the role of adipokines in the HIV immunodiscordant
response. This is a multicenter prospective study including 221 PLHIV starting the first antiretroviral
therapy (ART) and classified according to baseline CD4* T-cell counts/pL (controls > 200 cells/uL
and cases < 200 cells/pL). Immune failure recovery was considered when cases did not reach
more than 250 CD4* T cells/pL at 144 weeks (immunological nonresponders, INR). Circulating
adipokine concentrations were longitudinally measured using enzyme-linked immunosorbent assays.
At baseline, apelin receptor (APLNR) and zinc-alpha-2-glycoprotein (ZAG) concentrations were
significantly lower in INRs than in immunological responders (p = 0.043 and p = 0.034), and they
remained lower during all ART follow-up visits (p = 0.044 and p = 0.028 for APLNR, p = 0.038
and p = 0.010 for ZAG, at 48 and 144 weeks, respectively). ZAG levels positively correlated with
retinol-binding protein 4 (RBP4) levels (p < 0.01), and low circulating RBP4 concentrations were
related to a low CD4" T-cell gain (p = 0.018 and p = 0.039 at 48 and 144 weeks, respectively). Multiple
regression adjusted for clinical variables and adipokine concentrations confirmed both low APLNR
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and RBP4 as independent predictors for CD4* T cells at 144 weeks (p < 0.001). In conclusion, low
APLNR and RBP4 concentrations were associated with poor immune recovery in treated PLHIV and
could be considered predictive biomarkers of a discordant immunological response.

Keywords: adipokines; antiretroviral therapy; HIV; immunodiscordant response; poor immune
recovery

1. Introduction

Since the introduction of effective antiretroviral therapy (ART), the morbidity and
mortality of people who live with HIV infection (PLHIV) has drastically decreased. How-
ever, up to 25-30% of PLHIV receiving ART when they are severely immunosuppressed
fail to recover their CD4" T cell counts, although they achieve correct viral suppression
(VS) [1-3]. These individuals are known as “immunological nonresponders” or “immuno-
logical nonrecoverers” (INRs) and have a worse prognosis and a higher frequency of
non-AIDS events [3-8]. Several factors have been traditionally linked to this failure, such
as age, male sex, drug consumption, nadir CD4" T cell counts, late ART introduction, or
cytokine storm [1-3]. Nevertheless, the specific mechanisms that fully explain immune
dysregulation in PLHIV are still unknown, and investigations of the molecular pathways
preceding ART-associated poor immune recovery are needed to develop a useful tool for
early detection and to ameliorate disease progression.

Recently, interest in adipose tissue and its role in regulating immune function has
increased. Adipose tissue has been discovered as a relevant immune organ [9-11], and it
may be involved in immune function and immune recovery in PLHIV receiving ART [12].
For instance, in previous years, several investigations have been conducted regarding
adipose tissue and its role in HIV, concretely in ART-induced lipodystrophy and metabolic
disturbances [13-16]. Both HIV infection and ART modify the adipose tissue composition,
distribution, and function [12,17]. The virus itself targets adipose tissue directly by infecting
adipose tissue-resident cells (notably CD4* T cells) and indirectly via viral protein release,
activation of inflammation, and the immune system and gut disruption [18]. Furthermore,
in obese PLHIV, adipose dysfunction is boosted by inflammation, which in turn is an
outcome of excess adipose and obesity-induced metabolic disturbances. In obese adipose
tissue, the primarily immunoregulatory macrophages (M2 phenotype) increase to over
50% of total adipose tissue and shift to proinflammatory phenotype (M1), a contributing
factor to the release of inflammatory cytokines [19]. In fact, among PLHIV, the activation
of M1 phenotype is the primary source of low-grade chronic inflammation in the adipose
tissue contributing to HIV-associated lipoatrophy [20]. ART introduction mitigates all
these inflammatory processes but also contributes to increasing the adipose tissue dysfunc-
tion [21]. Indeed, adipose tissue has been advanced as a potential HIV reservoir, and thus
viral persistence in adipose tissue after ART initiation might be related to the metabolic
and immune dysfunctions of adipose tissue cells [22,23]. In this regard, we hypothesized
that the secretion of adipokines, hormones with immunomodulatory effects secreted by
adipocytes [10,24-27], may be related to CD4* T cell depletion and restoration in PLHIV.
Thus, in this study, we evaluated circulating concentrations of adiponectin, apelin, apelin
receptor (APLNR), fatty acid-binding protein (FABP4), leptin, omentin, retinol-binding
protein 4 (RBP4), resistin, vaspin, and zinc-alpha-2-glycoprotein (ZAG, also known AZGP1)
in samples of ART-naive patients starting ART and during follow-up at 48 and 144 weeks of
ART. We aimed to relate plasma adipokine concentrations to nadir CD4" T cell counts and
to anticipate poor immune recovery using circulating adipokines as potential biomarkers.
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2. Results

2.1. Patient Characteristics

The preART clinical characteristics of the study cohort are presented in Table 1. First,
HIV-positive participants (n = 221) were categorized according to baseline CD4* T cell
counts (Figure 1A). Cases (baseline CD4" T cell count < 200 cells/puL) were older (p = 0.009),
presented lower CD4* and CD8* T cell counts, and had a lower CD4/CDS8 ratio (p < 0.001),
but had a higher plasma viral load (VL) (p < 0.001) and prevalence of high blood pressure
(HBP) (p = 0.043) than controls (baseline CD4" T cell count > 200 cells/pL) at baseline.
At 144 weeks, 21.8% of cases were classified as poor immune recoverers (INRs), whereas
76.2% of subjects showed good immunological reconstitution (IR). INRs presented a higher
prevalence of HBP (p = 0.004).

Table 1. Study cohort baseline characteristics in ART-naive PLHIV according to baseline CD4" T cell

counts (controls vs. cases) and CD4" T cell counts at 144 weeks of ART (IR vs. INR).

Controls Cases p Value * IR INR Value **
(n =120, (n =101, (Controls n=77, (n=22, (IR vs. INR)
53.8%) 46.2%) vs. Cases) 76.2%) 21.8%) :
Demographic
characteristics
Age (years) 38 (31-45) 41 (35-51) 0.009 40 (35-50) 44 (41-56) 0.063
Male (%) 101 (84.2) 80 (79.2) 0.383 61 (79.22) 16 (72.72) 0.765
BMI 2472 +£2.93  24.07 4+ 3.92 0.535 24.07 £3.91 24.09 + 3.85 0.615
CD4* T-cell count 328 116
(cells/mm?) (260-465) 88 (31-169) <0.001 (43-174.5) 38 (12.5-70) 0.003
CD8* T-cell count 1069 527 <0.001 521 436 0536
(cells/mm?3) (780-1341) (357-1020) : (859-1058) (222-1015) :
. 0.28 0.12 0.14 0.05
CD4"/CD8" ratio (021-0.49)  (0.06-0.34) <0.001 (0.08-0.37)  (0.028-0.12) 0.010
Alcohol (%) 26 (21.7) 20 (19.8) 0.746 13 (16.88) 6 (27.27) 0.345
Tobacco (%) 51 (42.5) 33 (32.7) 0.070 28 (36.36) 5(22.72) 0.394
Comorbidities
High blood pressure (%) 6 (5) 13 (12.9) 0.043 8 (10.39) 4 (18.18) 0.004
Dyslipidaemia (%) 0 1(1) 0.484 1(1.29) 0 0.590
Diabetes mellitus (%) 10 (8.3) 8(7.9) 0.764 4 (5.19) 3 (13.63) 0.093
HIV-related parameters
Viral Load (log 4.79 5.29 5.28 5.39
copies/mL) 421-517)  (@472-561) <0001 (473-557)  (471-5.71) 0.695
Risk factor 0.492 0.185
Heterosexual (%) 33 (27.5) 38 (37.6) 31 (40.26) 6 (27.27)
Homosexual (%) 58 (48.3) 45 (44.6) 35 (45.45) 9 (40.91)
VDU (%) 9 (7.5) 8(7.9) 7 (9.09) 1(4.54)
Haemophilic (%) 1(0.8) 1(1) 0 1(4.54)
Unknown/others (%) 19 (15.8) 10 (9.9) 4 (5.19) 5(22.72)
HIV-Coinfections
HBV (%) 37 (30.8) 36 (35.6) 0.778 28 (36.36) 6 (27.27) 0.601
HCV (%) 7 (14.2) 13 (12.9) 0.938 9 (11.69) 4(18.18) 0.343
HAART
NRTI+NNRTT (%) 54 (45) 55 (54.5) 0.225 40 (51.95) 12 (54.54) 0.830
NRTI+PI (%) 54 (45) 37 (36.6) 0.218 29 (37.66) 8 (36.36) 0.912
NNRTI+PI (%) 4(3.3) 4(3.9) 1 3 (3.90) 1(4.54) 0.892
Unknown/other (%) 8(6.7) 6 (5.9) 1 5 (6.49) 1 (4.54) 0.222

Data are presented as n (%) media & SD or median (interquartile range). Categorical data were compared
through a x? test, whereas continuous data were compared using nonparametric Mann-Whitney test (p value *
for comparison between controls and cases, p value ** for comparison between IRs and INRs). p-value < 0.05 was
considered significant and is highlighted in bold.
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Figure 1. Study design. (A) Flow chart illustrating patient selection and enrolment. HIV-infected
subjects were included and categorized as controls and cases according to the baseline ART threshold
of 200 CD4* T cell counts. Cases were categorized according to their immune status after 144 weeks of
follow-up in “immunological recoverers” (IRs) or “immunological nonrecoverers” (INRs) depending
on the threshold of CD4* T cell counts of 250 CD4* T cell counts/pL. (B) CD4 * T cell and CD8* T
cell count, and CD4/CDS ratio in controls, IRs, and INRs during the study follow-up. * indicates
significant differences at 144 w compared to baseline values using the Wilcoxon test. e indicates
significant differences compared to controls, and & indicates significant differences between INRs
and IRs at each point of time, by nonparametric Mann-Whitney test.

PLHIV classified according to baseline CD4* T cell counts as controls (baseline CD4* T
cell counts > 200 cells/ uL) or cases (baseline CD4" T cell counts < 200 cells/pL). Cases were
classified according to the absolute CD4* T cell counts at 144 weeks of ART in immuno-
logical recoverers (IR, more or equal than 250 CD4" T cell counts/pL) or immunological
nonrecoverers (INR, less than 250 CD4* T cell counts/uL).

As expected, on the basis of the classification criteria, we found that INRs had lower
CD4* T cell counts than IRs and controls at both 48 and 144 weeks of ART. The lower CD4*
T cell count in INRs was also accompanied by a lower CD4* /CD8* ratio compared to IRs
(p=0.016 and p = 0.003 at 48 and 144 weeks, respectively) and controls (p < 0.001 at both
48 and 144 weeks). Both CD4* T cell counts and CD4/CDS ratio significantly increased
in all groups as a consequence of ART adherence, whereas CD8* T cell counts were only
improved in IRs (p = 0.010) (Figure 1B).
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2.2. Low APLNR and ZAG Concentrations Predicted Discordant Responses to ART

Thus, according to the immune recovery status at 144 weeks, pre-ART circulating
adiponectin concentrations were significantly higher in both IR and INR groups compared
to controls (Figure 2A; p = 0.022 and p = 0.016, respectively), suggesting that adiponectin
represents a marker of low nadir CD4* T cell counts. On the other hand, circulating omentin
concentrations were significantly higher in IR than in controls (p = 0.015). Interestingly, pre-
ART circulating concentrations of APLNR and ZAG were significantly lower in INRs than in
both controls and IRs (Figure 2A), suggesting that APLNR and ZAG are predictive markers
of poor immune recovery independently related to a low nadir CD4* T cell count. Multiple
regression analyses for CD4" T-cell reconstitution after adjusting for age, baseline plasma
viral load, baseline CD4* T cell count, and the ratio of CD4/CD8 showed that circulating
APLNR concentrations were independently associated with CD4* T-cell reconstitution
(CD4" T cell at 144 weeks, p = 0.041) (Supplemental Materials). The model (Model 1) was
statistically significant (F(5119) = 19.806, p < 0.001) and accounted for approximately 40%
of the variance of CD4" T-cell reconstitution (R? = 0.454, adjusted R? = 0.431). In the case
of ZAG, after adjusting for confounders, we found that low ZAG concentration was not
an independent predictor for CD4* T-cell reconstitution (p = 0.633) (Model 2). In fact, the
model (Model 3) including both APLNR and ZAG concentration confirmed only APLNR
as an independent predictor for CD4" T cells at 144 weeks (p = 0.013). Concretely, low
APLNR concentrations accounted for approximately 2% of the variance of CD4* T cells at
144 weeks, as indexed by the squared semi-partial correlations.
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Figure 2. Circulating adipokine concentrations before initiating ART. (A) Baseline concentrations
of adiponectin, omentin, APLNR, and ZAG in controls (n = 120), IRs (n = 77), and INRs (n = 22).
p-value indicates significant differences among indicated groups by nonparametric Mann-Whitney test.
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(B) Heatmap showing the correlation analyses between all adipokines evaluated and clinical char-
acteristics at baseline. Correlation matrix is color-coded according to the Spearman (p) correlation
coefficient (—1:1, red: blue through white), and correlations with statistically significance are indi-
cated. (C) Network interactions generated with the set of the four differentially expressed biomarkers
at baseline (adiponectin, apelin receptor, omentin, and ZAG) identified by the STRING database. The
STRING database identified different biological processes associated with our network using the
false discovery rate (FDR). Adiponectin = ADIPOQ), apelin receptor = APLNR, omentin = ITLN1 and
zinc-alpha-2-glycoprotein = ZAG.

Biomarker correlation analyses (Figure 2B) confirmed a negative correlation between
both baseline CD4" T cell and CD8* T cell counts and adiponectin levels (p = —0.163,
p=0.017, and p = —0.172, p = 0.05, respectively), but positive correlations were observed
between age and adiponectin (p < 0.05), omentin (p < 0.01), and ZAG concentrations
(p < 0.05). Moreover, the correlation matrix confirmed a positive association between
circulating adiponectin and omentin concentrations (p < 0.001). Curiously, both APLNR
and ZAG concentrations were positively correlated with FABP4 concentrations (p < 0.05).
In addition, the positive association of apelin receptor concentrations with circulating
apelin concentrations was confirmed (p < 0.001), and ZAG concentrations were positively
correlated with RBP4 concentrations (p < 0.01).

Then, metabolic pathways related to adiponectin, APLNR, omentin, and ZAG were
evaluated (Figure 2C). The predicted interactions among the four biomarkers resulted in the
enrichment of the response to several metabolic functions including response to stimulus
and regulation of cellular process (—log(FDR) = 2.66 and —log(FDR) = 1.39, respectively),
and may be related to identical protein-binding molecular functions (—log(FDR) = 2.60).
Interestingly, APLNR and ZAG resulted in the enrichment of the regulation of biolog-
ical quality, homeostatic process, and cell population proliferation (—log(FDR) = 2.58,
—log(FDR) = 4.36, and —log(FDR) = 3.44, respectively). As expected, adiponectin was
implicated in glucose homeostasis, lipid metabolic processes, and fatty acid oxidation
(—log(FDR) = 4.36, —log(FDR) = 1.72, and —log(FDR) = 4.36, respectively). Hence, the pre-
dicted interaction between adiponectin and PPAR~y may be related to the AMK signaling
pathway (—log(FDR) = 5.37), adipocytokine signaling pathway (—log(FDR) = 4.58), and
nonalcoholic fatty liver disease (—log(FDR) = 3.43).

2.3. APLNR and ZAG Concentrations Were Related to Poor Immune Progression

Circulating apelin, APLNR, and ZAG concentrations were significantly lower in INRs
than in controls (p = 0.011 for apelin and p = 0.007 for APLNR at 144 weeks; p = 0.038 and
p = 0.040 for ZAG at both 48 and 144 weeks, respectively) (Figure 3). In the case of IRs,
circulating omentin concentrations remained higher at both 48 and 144 weeks (p = 0.016 and
p = 0.042, respectively) than in controls. From 48 weeks onwards, circulating APLNR and
ZAG concentrations were significantly lower in INRs than in IRs (p = 0.044 and p = 0.028
for APLNR, p =0.038 and p = 0.01 for ZAG at 48 and 144 weeks, respectively).
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Figure 3. Follow-up circulating adipokine concentrations. Circulating apelin, AP], omentin, and
ZAG concentrations at (A) 48 weeks and (B) 144 weeks after ART in cases (IRs (n = 77) and INRs
(n = 22)) compared to controls (n = 120). p-value indicates significant differences among groups by
nonparametric Mann-Whitney test.

2.4. APLNR and RBP4 Were Validated as Predictive Biomarkers of a Discordant Response

To avoid a possible bias in the results due to the classification criteria previously
selected (absolute number of CD4* T cell count), we classified cases (n = 101) de novo
into two groups according to the change in the CD4" T cell count after 144 weeks of
ART: A for individuals with a CD4" T cell count gain >100 cells/uL after 144 weeks
of ART or B for individuals with <100 CD4* T cell count gain (Figure 4A). At baseline,
the A group showed 99.11 + 70.06 CD4" T-cell counts/uL and a VL of 5.17 £ 0.66 log
copies/mL compared to 87.33 & 57.58 CD4* T-cell counts/puL and a VL of 5.10 = 0.66 log
copies/mL in group B; these differences were not statistically significant. Patients with a
worse immune response (B) showed significantly lower baseline ZAG, RBP4, and APLNR
concentrations than patients with a more favorable response (A, CD4* T cell gain >100)
(p=0.001, p = 0.018, and p = 0.042, respectively; Figure 4B). Interestingly, ZAG, RBP4, and
APLNR concentrations remained significantly lower in patients who gained <100 CD4* T
cells/uL than those who gained > 100 CD4* T cells/uL (p = 0.012, p = 0.039, and p = 0.032,
respectively) after 144 weeks of ART (Figure 4C). Multiple regression analyses for CD4*
T-cell reconstitution after adjusting for age, baseline plasma viral load, and baseline CD4*
T cell count was used to determine whether RBP4 concentrations were independently
related with CD4" T cells at 144 weeks in cases. The model (Model 1) was statistically
significant (F(4,86) = 7.810, p < 0.001) and accounted for approximately 20% of the variance
of CD4* T-cell reconstitution (R? = 0.266, adjusted R? = 0.232). Concretely, circulating
RBP4 concentrations accounted for approximately 4% of the variance of CD4* T cells at
144 weeks, as indexed by the squared semi-partial correlations and APLNR concentration.
Moreover, Model 2, including all adipokines, confirmed both low APLNR and RBP4 as
independent predictors for CD4" T cells at 144 weeks (p < 0.001). These results validated
APLNR as predictive markers of poor immune recovery and suggested a potential role for
RBP4 in the discordant response.
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Figure 4. Validation cohort using CD4" T-cell count gain as a marker of immune recovery.
(A) Flow chart illustrating cases (n = 101) categorized according to CD4* T-cell count gain after
144 weeks of ART initiation instead of 250 cell/uL CD4" T-cell count cut-off: A group for those
who gained > 100 cells/pL, and B group for those who gained < 100 cells/uL. (B) Circulating ZAG,
RBP4, and APLNR concentrations at baseline (B,C) at 144 weeks of ART. p-value indicates significant
differences among indicated groups by nonparametric Mann-Whitney test.

2.5. ART Affected FABP4, Omentin, and Resistin Concentrations

For each group, the circulating concentration of each adipokine was included in
follow-up progression curves (Figure 5). From baseline to 144 weeks, all groups exhibited
increased circulating FABP4 concentrations, whereas the progressive increase in ZAG con-
centrations was only statistically significant in controls and IRs. Both controls and IRs also
showed significant progressive increases in leptin, RBP4, and vaspin concentrations (data
not shown). From baseline to 48 weeks, circulating omentin and resistin concentrations
were significantly decreased in all groups. From 48 weeks to 144 weeks, circulating omentin
concentrations were only significantly decreased in IRs, whereas circulating resistin con-
centrations decreased in both controls and IRs.
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Figure 5. ART effect on circulating adipokine concentrations. Longitudinal study of circulating
FABP4, ZAG, omentin, and resistin concentrations during ART follow-up. * indicates significant
differences at 144 w compared to baseline values using the Wilcoxon test. e indicates significant
differences compared to controls (1 = 120), A indicates significant differences between controls and
IR, and O indicates significant differences between INRs (1 = 22) and IRs (n = 77) at each point of
time, by nonparametric Mann-Whitney test.

2.6. The Potential Effects of Different Antiretroviral Drugs on Adipokine Concentrations

Finally, the potential effect of the different antiretroviral therapies on circulating
adipokine concentrations and CD4* and CD8* T-cell counts were evaluated (Figure 6). As
expected, no differences were found in CD4" and CD8" T-cell counts or CD4*/CD8* ratios
when we compared the ART schemes during the follow-up (data not shown). Notably, after
48 weeks of treatment, circulating concentrations of leptin and RBP4 increased in subjects
who received ART schemes containing two NRTIs plus a protease inhibitor (PI) (p = 0.018
and p = 0.005, respectively) (Figure 6A). PLHIV receiving ART schemes that contained two
NRTIs + NNRTI presented lower resistin concentrations (p = 0.016) at 48 weeks and higher
circulating apelin concentrations at 144 weeks (p = 0.009) (Figure 6B).
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Figure 6. Adipokine concentrations in different ART schemes. (A) Circulating adipokine concentra-
tions affected by the 2 NRTIs + PI scheme (1 = 91) at 48 weeks. (B) Circulating adipokine concentrations
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affected by the 2 NRTIs + NNRTI scheme (n = 109) at 48 weeks (resistin) and 144 weeks (apelin).
NNRTI + PI group included 8 patients. * indicates significant differences between ART schemes by
nonparametric Kruskal-Wallis test.

3. Discussion

Multiple and complex mechanisms are involved in the immunological recovery failure
of PLHIV that achieve successful virological suppression. Although some factors that have
been traditionally linked to poor immune recovery are being investigated [3,5,24,28], the
complete mechanism preceding ART-associated poor immune recovery remains unclear.
On the basis of previous results [10,12,29-31], we trust that adipokines may play a key
role in immune reconstitution in PLHIV. Indeed, in this study, we postulated that low
baseline circulating apelin receptor and ZAG concentrations were related to low CD4*
T-cell reconstitution (CD4" T cell at 144 weeks) in PLHIV on ART and that their persistent
low concentrations were related to poor immune progression. Low circulating RBP4 con-
centrations, which were positively associated with ZAG concentrations and related to the
NNRTI ART scheme, were associated with a low CD4* T cell gain. To our knowledge, this
study is the first that has assessed the association of circulating adipokine concentrations
with poor immune recovery in PLHIV that achieved successful virological suppression
on ART.

Alow CD4* T-cell count (less than 200 cells/uL) and high VL in PLHIV initiating ART
were strongly related to increased circulating adiponectin and omentin concentrations. Ac-
cordingly, low adiponectin levels have previously been related to a low VL and higher CD4*
T-cell counts in PLHIV [32,33]. Adiponectin is the richest adipokine found in the circula-
tion [29], whereas omentin, also known as intelectin-1, is an adipokine abundantly present
in the stromal vascular fraction of visceral fat depots [30]. Interestingly, both adiponectin
and omentin seem to exert both anti-inflammatory and pro-inflammatory effects according
to the cell-specific differences in the adiponectin- and omentin-induced secretory process.
Indeed, on the one hand, both adiponectin and omentin induce macrophage differentiation
towards the M2 phenotype [31] and inhibit the secretion of inflammatory cytokines, such as
TNFa and IL-6 [34-37]. On the other hand, adiponectin and omentin promote the secretion
of pro-inflammatory cytokines (e.g., IL-6 [38,39], IL-1, IFNy [40]) and chemokines (e.g.,
MIP1« [39]) from activated CD4* T cells [40] and stimulate the activation of inflammatory
pathways, such as NF-kB signaling, or the shift towards the M1 phenotype. High circulating
adiponectin levels are positively related to the severity of inflammation in individuals with
autoimmune and chronic diseases, such as rheumatoid arthritis, chronic kidney disease, or
inflammatory bowel disease [41].

Interestingly, circulating ZAG and apelin receptor concentrations perfectly discrimi-
nated poor immune recoverers (INRs) from both PLHIV starting ART with optimal CD4*
T-cell counts and PLHIV starting ART with low CD4* T-cell counts who achieved a success-
ful viral and immunological response to the therapy, suggesting that these adipokines are
predictive factors of a discordant response in PLHIV. Indeed, both apelin receptor and ZAG
concentrations remained significantly lower in INRs than in IRs at both 48 and 144 weeks of
ART, which links the inhibition of these adipokines to a worse clinical prognosis of PLHIV.

ZAG is a novel adipokine that is expressed mainly in visceral and subcutaneous adi-
pose tissue [42—44]. Information about its actions is scarce, but its role in the immune system
is presumed to be mediated by anti-inflammatory effects on T cells and macrophages [45].
Notably, previous studies reported a negative correlation between ZAG, TNFx, and VCAM-
1 concentrations [43]. The results from the present study indicated that untreated PLHIV
with low CD4" T-cell counts (less than 200 cells/pL) had a low-grade inflammatory back-
ground that was probably initiated by the activation of inflammatory pathways (such as
NEF-kB and IL1R) and traditional proinflammatory cytokines (such as IL6 and TNF), as
well as the secretion of proinflammatory adipokines, such as adiponectin and omentin.
Moreover, the release of the proinflammatory adipokines adiponectin and omentin into the
circulation might negatively affect the expression of the anti-inflammatory ZAG protein
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via the activation of inflammatory pathways such as TNF signaling. Thus, the imbalance of
circulating anti- and proinflammatory adipokines in the circulation of untreated and treated
PLHIV could be crucial in the reconstitution of the CD4* T-cell count and the subsequent
immune response.

Apelin is an endogenous ligand of apelin receptor (APLNR), which is a G protein-
coupled seven-transmembrane receptor [46] secreted by adipocytes [47] and is mainly
known to be responsible for controlling cardiovascular function [48]. Interestingly, apelin
inhibits the entrance of HIV into human cells by binding to APLNR, a coreceptor for T-
tropic and dual tropic HIV-1 strains [46,49]. In this sense, both apelin and APLNR were
negatively associated with the VL but positively correlated with the CD4* T-cell count,
which supports the relation of this adipokine and its receptor to HIV replication. Thus, the
lower circulating apelin and apelin receptor concentrations in PLHIV with immune failure
might denote a lack of inhibition of HIV entry into the cells and subsequently supports the
connection between immune failure and persistent HIV reservoirs [50-52].

Regarding RBP4, although some evidence also confirmed the role of this adipokine in
metabolic disturbance [53] in PLHIV, less is known about its potential role in the immune
system. In PLHIV, higher levels of RBP4 were detected in those patients with metabolic
syndrome (MetS), and a positive correlation between circulating RBP4 concentrations and
the number of components of MetS was identified [54,55]. In another recent study, higher
RBP4 levels were observed in frail HIV-infected people with VS [56].

The main limitation of this study is the lack of assessment of potential confounders for
the measures of adipokine concentrations. Notably, the main objective of this study was to
explore the role of adipokines in the immune system and not to study their relationship
with metabolic syndrome. The group distribution is uneven, but from our perspective,
this is a reflection of the epidemiological reality. The percentage of INRs in the population
ranges from 10-40% [2], and thus our classification adjusts to this percentage (27.7%).

4. Materials and Methods
4.1. Study Design and Participants

This multicenter, longitudinal case—control study included 221 adult treatment-naive
HIV-infected subjects who were consecutively recruited between 2011 and 2013 at the HIV
outpatient clinic of the participating hospitals and who started their first ART and achieved
virological suppression after ART. Patients were selected from among those who were
receiving a combination of two nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) plus
a nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) or a protease inhibitor (PI) or
2 NNRTIs plus a PI. A flow chart of the patient selection and enrolment process is provided
in Figure 1. Of the selected subjects, 120 were considered controls (baseline CD4" T-cell
counts >200 cells/uL), and 101 were cases (baseline CD4* T-cell counts < 200 cells/uL). At
144 weeks, cases were classified according to the cut-off of 250 CD4" T cells [2,57]. Among
the cases, 77 subjects (76.2%) achieved a value of more than 250 CD4" T cells/pL after
144 weeks of ART (“immunological recoverers”, IR), whereas 22 subjects (21.8%) did not
reach the 250 CD4" T cells/pL threshold (“immunological nonrecoverers”, INRs). Two
subjects included in the case group at baseline were excluded due to missing values. Thus,
from the 221 subjects initially included in the study, 219 subjects achieved the 144 weeks
follow-up being classified as 120 controls, 77 IRs, and 22 INRs.

All the selected patients were required to fulfil the following inclusion criteria:
aged > 18 years, presence of HIV-1 infection, on an ART regimen during the 48 weeks
of the study, and undetectable plasma HIV-1 viral load (VL) at 48 weeks. The exclusion
criteria were the presence of active opportunistic infections, current inflammatory diseases
or conditions, changes in the ART regimen, and the use of drugs known to affect/modify
CD4* T-cell counts (antineoplastic drugs, steroids, immune response modulators, and
colony-stimulating factors, among others).
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4.2. General Laboratory Measurements

Blood was drawn from a peripheral vein after an overnight fast. Whole blood was
used to determine the CD4* T-cell count and for DNA isolation. HIV-1 infection was
diagnosed by a positive ELISA and confirmed by Western blot analysis. The plasma
HIV-1 VL was determined using the Cobas Amplicor HIV-1 Monitor Test v 1.5 (Roche
Diagnostics, Barcelona, Spain). The limit of detection was <20 copies/uL. CD4* T-cell
counts were analyzed using a FAC flow cytometer FAC (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). These determinations were carried out in a central laboratory. Plasma was obtained
by centrifugation and stored at —80 °C at BioBanc IISPV until use.

4.3. Adipokine Measurements

Plasma concentrations of human adiponectin (RD195023100, BioVendoz, Brno, Czech
Republic), apelin (E00237, QAYEE, Shanghai, China), apelin receptor (E05144, QAYEE,
Shanghai, China), fatty acid-binding protein 4 (FABP4) (RD191036200R, BioVendor, Brno,
Czech Republic), leptin (EL2001-1, AssayPro, St Charles, MO, USA), omentin (RD191100200R,
BioVendor, Brno, Czech Republic), retinol-binding protein 4 (RBP4) (ER3005-1, AssayPro,
St Charles, MO, USA), resistin (RD 191016100, BioVendor, Brno, Czech Republic), vaspin
(RD191097200R, BioVendor, Brno, Czech Republic), and zinc-alpha-2-glycoprotein (ZAG)
(RD191093100R, BioVendor, Brno, Czech Republic) were measured using a one-step double-
antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to the manu-
facturer’s instructions at baseline, as well as at 48 and 144 weeks of ART follow-up.

4.4. Statistical Analyses

Before the statistical analyses, the normal distribution and homogeneity of the vari-
ances were tested using a Kolmogorov-Smirnov test. Normally distributed data are pre-
sented as the means =+ standard deviations (SD), whereas variables with a skewed distribu-
tion are presented as the medians (25th percentiles—75th percentiles) or were transformed
into a decimal logarithm. Categorical variables are reported as numbers (percentages).
Qualitative variables were analyzed using the x? test or Fisher’s exact test when necessary.
Comparisons between groups were performed with nonparametric Kruskal-Wallis (KW)
and/or Mann-Whitney (MW) tests for unpaired samples and a Wilcoxon t-test for paired
samples (W). When applicable, the Bonferroni post hoc test was used for multiple com-
parisons. Stepwise multiple linear regression analyses were used to determine whether
adipokines were independently related with CD4* T-cell reconstitution (CD4* T cell at
144 weeks was used as dependent variable). Correlation analyses were evaluated using
the Spearman test. Statistical analyses were performed using SPSS (version 21.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA), and graphical representations were generated with GraphPad Prism
software (version 9.0, GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). The results were considered
significant at p < 0.05.

5. Conclusions

Therefore, in conclusion, adipokines are essential factors that contribute to the im-
mune response to HIV infection. Although some adipokines function as proinflammatory
molecules and others as anti-inflammatory molecules, a proper balance is needed to main-
tain a minimum inflammatory environment and might be crucial for the reconstitution
of CD4* T-cell count and to promote a good recovery status in PLHIV. To the best of our
knowledge, this study is the first to appoint a specific role to some anti-inflammatory and
proinflammatory adipokines in the immune response of PLHIV with poor immune recov-
ery. Interestingly, low circulating apelin receptor and RBP4 and ZAG concentrations were
related to low CD4" T-cell reconstitution (CD4" T cell at 144 weeks) in PLHIV. Concretely,
apelin receptor and RBP4 concentrations resulted in being independently related to CD4*
T-cell counts at 144 weeks of successful suppressive antiretroviral therapy, making apelin
receptor and RBP4 potential biomarkers of a discordant response in untreated PLHIV.
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Further investigations are needed to elucidate the mechanisms by which these adipokines
modulate in the immune response.
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La respuesta inmune discordante, a pesar de una correcta supresion viroldgica tras el inicio del TAR,
es un factor de mal prondstico en la infeccion por VIH. Los mecanismos implicados son multiples y
complejos, y hasta el momento ninguno de ellos ha podido ser descrito por completo. No obstante,
trabajos previos llevados a cabo por el grupo de investigacion Infection and Immunity (INIM)
demostraron que el eje IL-7/IL-7R tiene un papel importante en la pobre recuperacién inmune [116]
y que las concentraciones circulantes de ciertas adipoquinas se ven alteradas en PLHIV con
lipodistrofia [220,227,228]. Estos hallazgos sefalaban un papel potencialmente relevante de las
citoquinas en la respuesta inmunoldgica al VIH, con una implicacién sustancial en la pobre
recuperacion inmune. Por ello, se planted estudiar la implicacion de ciertas quimiocinas y
adipoquinas en la regulacién de la respuesta inmune.

Tanto las quimiocinas como las adipoquinas forman parte de la gran familia de las citoquinas, y
juegan un papel esencial en la homeostasis y regulacion de la respuesta inmune [181]. De hecho, el
descubrimiento reciente de las citoquinas como elementos clave de la respuesta inmune ha abierto
nuevos horizontes en cuanto al desarrollo de estrategias terapéuticas innovadoras. Conocer a fondo
su funcionamiento puede aportar herramientas para desarrollar biomarcadores de respuesta
inmunolégica y dianas terapéuticas para optimizar la respuesta discordante. De hecho, los
resultados de ambos estudios demostraron que las concentraciones plasmaticas de las quimiocinas y
las adipoquinas pueden ser factores prondsticos de una respuesta discordante, asi como marcadores
de progresion de la infeccidon por VIH debido a los sistemas de sefalizacion complejos en los que
existe toda una red de interacciones y moléculas involucradas (proteinas reguladoras, receptores,
ligandos etc.).

Estudio 1: Las concentraciones plasmaticas elevadas de SDF-1 y MCP-1 y las variantes genéticas de
CXCL12, CCL2 y CCRS5 se relacionan con una pobre respuesta inmunoldgica.

Las quimiocinas y sus receptores tienen una gran importancia en el ciclo vital del VIH,
establecimiento del reservorio y en la progresién de la enfermedad [183,229,230]. En este primer
estudio se analizd el papel de las quimiocinas y sus receptores en la pobre respuesta inmune, y entre
los hallazgos obtenidos, se observé que las concentraciones plasmaticas basales de MCP-1/CCL2 y
SDF-1/CXCL12 supusieron el 9% y 4% de varianza a nivel basal y a las 48 semanas, respectivamente.
Ademds, CXCL12 rs1801157se asocié con la respuesta inmune. En cuanto a los receptores de
guimiocinas, se demostré que mientras que CCR2 rs1799864 814 y CCR5 rs1800024 tenian un fuerte
desequilibro de ligamento o Linkage Disequilibrium (LD), la combinacion de diferentes SNPs
analizados en el cromosoma 3 (CX3CR1, CCR2 y CCR5) resultaron en dos haplotipos que se asociaron
significativamente con la respuesta inmune.

Las concentraciones de SDF-1/CXCL12 y CCL5/RANTES, tanto en el momento basal como tras 48
semanas de TAR, fueron mas elevadas en los casos (PLHIV que empezaban TAR con bajo recuento de
células CD4") comparado con los controles (PLHIV que empezaban TAR con un recuento éptimo de
células CD4"), aunque solamente SDF-1/CXCL12 fue la Unica capaz de distinguir entre IRs y INRs.
Estos resultados sugieren que las concentraciones plasmaticas elevadas de SDF-1/CXCL12 son un
marcador prondstico de recuentos bajos de T-CD4" y un marcador de una pobre respuesta inmune
durante el seguimiento. A pesar de que estudios previos han relacionado las concentraciones de
SDF-1/CXCL12 con la infeccién por VIH [231], los datos son escasos en cuanto a su funcién como
marcador prondstico del estado inmunoldgico. SDF-1/CXCL12 es la quimiocina mas primitiva que
regula multiples sistemas y funciones celulares, incluyendo la proliferacion y la supervivencia del
sistema inmune mediante los receptores CXCR4 y ACKR3 [181,183,232]. La afinidad de CXCL12/SDF-
1 por CXCR4 muestra una buena correlacidn con su accién supresora en la infeccidn por especies de
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HIV-1 T-trdpicos y su habilidad para inducir la internalizacion de CXCR4 [233], lo que dificulta la
interaccion de gp120 con CXCR4 y, por consiguiente, dificulta la entrada del virus en la célula. En
este sentido, se observé que la expresidn génica de SDF-1 provocaba efectos negativos en la historia
natural de la enfermedad por el hecho de que el alelo SDF-1 -3'T se relacioné con niveles detectables
de virus X4-trépicos. [234]. En linea con esta informacidn, en este trabajo se detectd que la
expresion génica de CXCL12 influyd en las concentraciones plasmaticas de SDF-1 en IRs, y conforme
con los trabajos de otros autores, [235] la expresion del genotipo CXCL12 rs1801157 TT se asocié con
una mayor probabilidad de una pobre recuperacién de T-CD4" a pesar de una correcta supresion
viroldgica gracias al TAR. De hecho, se observd que todos los casos incluidos en el estudio que eran
portadores del genotipo CXCL12 rs1801157 TT se asociaron con INRs y de lo contrario, los
participantes con genotipo CXCL12 rs1801157 CC eran mas frecuentes en el grupo de IR que en el de
INRs (P= 0.065). En concordancia con estos resultados, se observé un papel protector del alelo
CXCL12 rs1801157 C y del genotipo CC en el desarrollo de la leucemia linfocitica crénica, mientras
que la variante T se relacioné con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad y de una respuesta
fallida a la terapia, independientemente del régimen empleado. Ademas, la presencia de la variante
CXCL12 rs1801157 estaria relacionada con un descenso de CXCL12 y un aumento de la expresién de
MRNA de su receptor CXCR4 [236].

Otra de las quimiocinas que jugo un papel potencial en la recuperacién inmune fue MCP-1/CCL2. Las
concentraciones basales elevadas fueron un buen marcador de un mal prondstico inmunolégico,
contribuyendo aproximadamente a un 3% de la varianza de T-CD4" tras 48 semanas de tratamiento.
MCP-1/CCL2 es una quimiocina inflamatoria producida por varios tipos celulares, y tiene una funcién
de quimioatraccién para las células T-CD4*, monocitos/macréfagos y células NK, reclutandolos hacia
el lugar de la infeccion y la inflamacién [181,183]. Las concentraciones elevadas de CCL2/CCR2 se
relacionaron previamente con alteraciones asociadas con el VIH mediante el reclutamiento de
leucocitos y el mantenimiento del estado inflamatorio [181,183,229,237], pero su relacién con la
recuperacidon inmune en pacientes con VIH bajo TAR no ha sido estudiada lo suficiente, y los
resultados no son claros. En el estudio actual, se encontré una asociacion entre el genotipo CCR2
rs1799864_814 AG y la probabilidad de desarrollar una respuesta inmune discordante tras el TAR, lo
que corrobora los hallazgos del estudio de Restrepo et al. [235]. Ademas, la estabilidad de la
expresion de CCR2 se relaciond previamente con la enfermedad de Alzheimer (EA) y deterioro
cognitivo leve (DCL) como consecuencia de concentraciones de MCP-1 elevadas asociadas con el
alelo A de CCR2 rs1799864 [238].

El receptor de quimiocinas CCR5 tiene una gran importancia en el contexto de la infeccidn viral
gracias a su papel como correceptor de VIH-1 [239] y porque es el ligando natural de multiples
quimiocinas, incluidas MIP-1a/CCL-3, MIP-1B/CCL-4 y RANTES/CCL-5 [239-241]. De hecho, los
receptores de quimiocinas se han considerado dianas terapéuticas importantes para el tratamiento
de diversas enfermedades en humanos [242], y en concreto la diana dual CCR5/CCR2 ha emergido
como estrategia terapéutica para patologias complejas, incluida la infeccion por VIH [240]. En este
trabajo se observd que el genotipo homocigoto A32 se relaciond con una pobre recuperacion
inmune, y que el polimorfismo CCR5 rs1800024 CT se asociaba significativamente con los INRs. El
CCR5A32 ejerce un efecto fenotipico robusto sobre CCR5 [241] y la mutacién CCR5A32 se relacioné
previamente con diferencias en la expresidon genética, lo que en la mayoria de las veces es critica
para la respuesta inmune [243]. Ademas, de acuerdo con la literatura, se observd que existia una
sinergia entre CCR2 rs1799864 814 y CCR5 rs18000024, ambos localizados en el cromosoma 3. En
trabajos previos se vio que las mutaciones de CCR2 rs1799864 y CCR5 rs18000024 podian predecir la
transmisién del VIH [244], pero hasta el momento no se habia descrito nada en relacién con la
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recuperacion inmune. Los andlisis de SNPs multiples mostraron un alto LD entre CCR2
rs1799864 814 y CCR5 rs18000024 y que la expresién del genotipo CCR2 rs1799864 814 AG se
relaciond significativamente con concentraciones plasmaticas elevadas de RANTES en los INR. En
este contexto, nuestros datos también revelaron que los alelos de distintos genes del mismo
cromosoma son heredados juntos mas frecuentemente de lo que seria esperable debido al azar.
Curiosamente, dos haplotipos (GCGTGTGCA y ATGGACACA) resultantes de la expresidon génica
combinada de los receptores de quimiocinas CX3CR1, CCR2 y CCR5 se asociaron con la respuesta
inmune segun los recuentos de T-CD4" tras 48 semanas de TAR.

En su conjunto, nuestros datos apoyan la teoria de los estudios experimentales que emplean los
receptores de quimiocinas como posibles candidatos para ensayos clinicos avanzados. De los
agonistas de quimiocinas que han sido aprobados, uno de ellos es un inhibidor alostérico no-
competitivo que estabiliza el CCR5 en una conformacidn inactiva. Este compuesto es Maraviroc, una
pequefia molécula bien tolerada, aprobada por la FDA para tratar la infeccion por VIH-1,
especialmente en aquellos pacientes con tropismo CCR5 por su capacidad de prevenir la unién de la
quimiocina y el gp120 del VIH [242]. Adem3s, se estan llevando a cabo ensayos clinicos que analizan
la capacidad de CCR5 como potencial herramienta terapéutica: Entre ellos se encuentra Leronlimab
gue es un anticuerpo monoclonal 1gG4 anti-CCRS5, y Cenicriviroc que se trata de un antagonista dual
de CCR2 y CCR5. No obstante, de éste ultimo hay que tener en cuenta que el ensayo clinico AURORA,
que pretendia estudiar el efecto de Cenicriviroc como tratamiento de la esteatohepatitis no
alcohdlica, fue suspendido en febrero de 2022 ante la ausencia de datos que demostraran su eficacia
[245]. Por otro lado, las estrategias que se han estudiado empleando inhibidores de quimiocinas
como IL-2 y IL-7 no han demostrado ser efectivas hasta el momento. Es posible que para alcanzar
una recuperacion inmune satisfactoria se deban bloquear los checkpoint inmunoldgicos mediante
guimiocinas individuales o combinaciones de quimiocinas. De hecho, ya se emplean en otras
patologias como por ejemplo en la inmunoterapia para el tratamiento de tumores: la inhibicién del
eje CXCL12/CXCR4 ha demostrado su importancia a la hora de regular las células madre en el cancer
y en la activacion de multiples vias de sefializacion (ERK1/2, ras, p38 MAPK, PLC/MAPK y SAPK/JNK).
Ademas, la inhibicion dual de CCL2/MCP-1 y CXCL12/SDF-1 mostrd un efecto terapéutico afiadido en
la nefritis lGpica murina, gracias al efecto antiinflamatorio proveniente del bloqueo de CCL2/MCP-1y
del efecto protector que ejerce el bloque del CXCL12/SDF-1 en el filtrado glomerular [246]

Por tanto, los datos de este primer estudio concluyen que 1) SDF-1/CXCL12, MCP-1/CCL-2 vy el
receptor CCR5 son clave en la susceptibilidad a la progresién del VIH, sobre todo en cuanto a la
reconstituciéon inmune, 2) las concentraciones plasmaticas y la expresion génica de SDF-1/CXCL12
(CXCL12 rs1801157) y MCP-1/CCL2 (CCR2 rs1799864_814) se asocian con el status de recuperacion
inmune y se podrian considerar marcadores prondsticos del fracaso inmunoldgico a pesar del TAR, 3)
las concentraciones plasmaticas de SDF-1 en la semana 48 podrian considerarse marcadores de la
progresion de la enfermedad, y un aumento de la concentracion de MCP-1 podria indicar una
pérdida de T-CD4" y 4) de entre las variantes genéticas de CCR5, Unicamente CCR5 rs18000024 y
CCR5 rs333_814 (A32) se relacionaron con la recuperacién inmune.

Estudio 2: Las adipoquinas como nuevos biomarcadores de la recuperaciéon inmune: Receptor de la
apelina, RBP4 y ZAG se relacionan con la reconstituciéon de T-CD4" en PLHIV y terapia
antirretroviral supresiva.
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El tejido adiposo ha demostrado ser un drgano clave en la regulacién de la homeostasis celular y el
sistema inmune. Las adipoquinas, hormonas secretadas por el tejido adiposo, han emergido como
piezas fundamentales en la regulacién de multiples patologias metabdlicas, inflamatorias, e
infecciosas, y en concreto en la infeccion por VIH. Sin embargo, su papel en la respuesta discordante
en la infeccién por VIH no ha sido analizado a fondo.

Hasta el momento este es el primer estudio que analiza las concentraciones de adipoquinas en la
respuesta inmune incompleta en PLHIV que alcanzaron supresién viroldgica. En él se relacionaron las
concentraciones bajas del receptor de la apelina y ZAG a nivel basal con una baja reconstitucién de
T-CD4" (niveles de T-CD4" a las 144 semanas) en PLHIV bajo TAR. En cambio, las concentraciones de
adiponectina y omentina fueron mas bajas en el grupo de controles, pero no fueron capaces de
discernir los IRs de los INRs. Las concentraciones bajas de RBP4 circulante, que ademas de
relacionarse con el esquema de TAR que contenia NNRTI, se correlacionaron positivamente con las
concentraciones de ZAG y con una pobre ganancia de T-CD4".

Los niveles circulantes elevados de adiponectina y omentina mostraron una fuerte correlacién con
recuentos bajos de T-CD4" (<200 células/uL) y alta CV en los pacientes con VIH que iniciaron TAR. En
la misma linea, concentraciones bajas de adiponectina se relacionaron previamente con una baja CV
y mayores recuentos deT-CD4"en PLHIV [247,248]. Adiponectina es la adipoquina més frecuente en
la circulaciéon [249], mientras que la omentina, también conocida como intelectina-1, es una
adipoquina presente en abundancia en la fraccién del estroma vascular de los depésitos de grasa
visceral [250]. Curiosamente, la adiponectina y la omentina parecen ejercer efectos tanto
antiinflamatorios como proinflamatorios segin los efectos especificos derivados de la secrecién
inducida por estas adipoquinas. De hecho, por un lado, ambas adipoquinas inducen la diferenciacion
de macréfagos hacia un fenotipo M2 [251] e inhiben la secrecidén de citoquinas inflamatorias, como
TNFa y IL-6 [252—-255]. Por otro lado, ambas adipoquinas promueven la secrecién de citoquinas
proinflamatorias (por ejemplo, IL-6 [256,257], IL-1, IFNy [258]) y quimiocinas (por ejemplo, MIP1a
[257]) de los T-CD4" activados [258] y estimulan la activacién de vias metabdlicas proinflamatorias,
como la sefializacién del NF-kB, o el cambio hacia el fenotipo M1. Las concentraciones circulantes
elevadas de adiponectina se relacionan positivamente con la severidad de la inflamacion en
individuos con enfermedades autoinmunes y crénicas, como la artritis reumatoide, enfermedad
renal cronica o enfermedad inflamatoria intestinal [259].

Un dato interesante de este estudio fue que las concentraciones circulantes de ZAG y el receptor de
la apelina fueron capaces de diferenciar los INRs tanto de aquellos pacientes que iniciaban TAR con
un recuento de T-CD4" éptimo (controles) como de las PLHIV que a pesar de iniciar TAR con
recuentos bajos de T-CD4" alcanzaban una correcta respuesta inmunoldgica y viroldgica al TAR (IRs),
lo que sugiere que estas adipoquinas son factores predictivos de una respuesta discordante en
PLHIV. De hecho, las concentraciones del receptor de la apelina y ZAG se mantuvieron
significativamente mds bajas en INRs que en IRs tanto en la semana 48 como en la semana 144. Esto
relaciona la inhibicién de las adipoquinas mencionadas con un peor prondstico clinico en PLHIV.

ZAG es una adipoquina novedosa que se expresa principalmente en el tejido adiposo visceral y
subcutdneo [224,260,261]. La informacidn sobre su accidn es escasa, pero se cree que su papel en el
sistema inmune lo ejerce a través de acciones antiinflamatorias en las células T y macréfagos [262].
En particular, los estudios anteriores reportaron una correlacién negativa entre concentraciones de
ZAG, TNFa y VCAM-1 [261]. Los resultados del presente estudio indicaron que las PLHIV no tratadas
con recuentos bajos de T-CD4" (<200 células/pL) tenian un entorno de inflamacién crénica de bajo
grado que probablemente se habria iniciado gracias a la activacion de vias inflamatorias (como NF-
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kB y IL1R) y citoquinas proinflamatorias tradicionales (como IL6 y TNF), junto con la secrecién de
adipoquinas proinflamatorias, como la adiponectina y la omentina. Ademas, la liberacién de las
adipoquinas proinflamatorias adiponectina y omentina en la circulacién, podria afectar
negativamente la expresién de la proteina antiinflamatoria ZAG mediante la activacion de vias
inflamatorias, como la sefalizacion TNFa. Por eso, el desequilibrio de adipoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias en la circulacién de PLHIV tratadas y no tratadas podria ser crucial en la
reconstitucién de los recuentos de T-CD4" y la subsecuente respuesta inmune.

La apelina es un ligando enddgeno de su receptor, el receptor de la apelina (APLNR) que es un
receptor transmembrana de siete dominios acoplado a proteina G [226] secretado por adipocitos
[263] y es conocido principalmente como responsable del control de la funcidon cardiovascular [221].
Curiosamente, la apelina inhibe la entrada del VIH en las células humanas mediante su unién a
APLNR, que es un correceptor de las cepas de VIH-1 de tropismo T y tropismo dual
[221,226,263,264]. En este sentido, tanto la apelina como su receptor se asociaron negativamente
con la carga viral, pero se correlacionaron positivamente con el recuento de T-CD4", lo que apoya la
relacién de esta adipoquina y su receptor con la replicaciéon del VIH. Por eso, las concentraciones
bajas de apelina y su receptor en PLHIV con fracaso inmunoldgico, podria denotar una falta de
inhibicion de la entrada de VIH en las células y por tanto apoya la conexién entre el fracaso
inmunoldgico y los reservorios persistentes de VIH [265-267].

En cuanto a RBP4, aunque algunas evidencias también confirmar el rol de esta adipoquina en
alteraciones metabdlicas [268] en PLHIV, su papel potencial en el sistema inmune es desconocido. En
PLHIV, se detectaron concentraciones mas elevadas de RBP4 en aquellos pacientes con SM, y se
observd una correlacidon positiva entre las concentraciones circulantes de RBP4 y el niumero de
componentes de SM [269,270]. En otro estudio reciente, se detectaron concentraciones mas
elevadas de RBP4 en pacientes fragiles con VIH y supresidn virolédgica [271].

Por tanto, los datos de este segundo estudio concluyeron que 1) las adipoquinas son elementos
esenciales en la respuesta inmune, 2) es imprescindible mantener un equilibrio entre las
adipoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, ya que es necesario un entorno minimamente
proinflamatorio, pero un exceso de inflamacién puede ser daiiino para la recuperacién inmune en
PLHIV, 3) las concentraciones bajas de receptor de apelina, RBP4 y ZAG se relacionaron con una
pobre recuperacion inmune y 4) las concentraciones del receptor de la apelina y RBP4 se
correlacionaron independientemente con los recuentos de T-CD4" a las 144 semanas de haber
iniciado TAR.

Finalmente, en cuanto a las limitaciones de los estudios hay que tener en cuenta el nimero de
participantes incluidos en cada grupo de estudio. En el estudio 1 el nUmero de muestras disponibles
por grupo para los estudios genéticos no era consistente con el nimero de muestras disponibles
para el estudio de concentraciones circulantes de quimiocinas y sus receptores. En este sentido, un
estudio reciente llevado a cabo por Norris et al. analizé las concentraciones de 30 citoquinas
distintas (incluidas 17 quimiocinas) a nivel basal y al afio y a los dos afios de alcanzar el control
viroldgico, para evaluar si las concentraciones de las quimiocinas se relacionaban con el estatus de
INR, objetivando diferencias minimas entre IRs y INRs. Concretamente, se compararon un grupo de
50 INRs con 50 IRs del Women’s Interagency HIV Study y se analizaron Unicamente niveles
circulantes. Por tanto, podemos afirmar que el estudio 1 es el mayor estudio realizado hasta la fecha
de su publicacion que evalla los niveles circulantes de quimiocinas y su asociacién con las variantes
genéticas de las quimiocinas y sus receptores. En el caso del Estudio 2 debemos reconocer que la
distribucién entre grupos fue irregular, pero desde nuestro punto de vista, esto es un reflejo de la
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realidad epidemioldgica. El porcentaje de INRs en la poblacidn oscila entre el 10% y el 40% [90], lo
gue esta en consonancia con nuestra clasificacion. No obstante, si que debemos destacar la falta de
identificacion de potenciales factores de confusiéon a la hora de medir las concentraciones de
adipoquinas. Aunque puesto que el objetivo principal de este estudio fue explorar el papel de las
adipoquinas en el sistema inmune, y no estudiar su relacidon con el sindrome metabdlico podemos
considerar que no era relevante para nuestro estudio disponer de dicha informacion.
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v" Las quimiocinas y las adipoquinas son factores clave en la respuesta inmune a la
infeccion por VIH.

v" Las concentraciones plasmaticas y las expresiones genéticas de SDF-1/CSCL12 (CXCL12
rs1801157) y MCP-1/CCL2 (CCR2 rs1799864 814) se han asociado con el estado de
recuperacion inmune y podrian considerarse marcadores prondsticos de fracaso
inmunolégico a pesar de una buena supresion viroldgica con TAR.

v' Las concentraciones circulantes de SDF-1 a las 48 semanas de seguimiento podrian
considerarse un marcador de progresion de la enfermedad, mientras que un aumento
en las concentraciones de MCP-1 podria denotar un descenso en el recuento de T-CD4".

v Las variantes genéticas de CCR5 rs1800024 y CCR5 rs333_814 (A32) se relacionaron con
una pobre recuperacién inmune.

v" Los alelos de las variantes genéticas CCR2 rs17999864 814 y CCR5 rs1800024 se
heredaron de forma conjunta de manera mas frecuente que lo que se esperaria por azar,
y se relacionaron con una recuperacién inmune discordante.

v" Concentraciones plasmaticas bajas de ZAG, receptor de la apelina y RBP4 se relacionan
con una pobre reconstituciéon de T-CD4" a las 144 semanas.

v" El receptor de la apelina y RBP4 se relacionaron independientemente con los recuentos
de T-CD4" a las 144 semanas, lo que los hace potenciales biomarcadores de la respuesta
discordante en PLHIV sin tratamiento.

v" Es necesario un entorno minimamente proinflamatorio, pero un exceso de inflamacion
puede tener efectos negativos en la respuesta inmune. Por eso, el equilibrio entre
citoquinas con funcion proinflamatoria y funcidn antiinflamatoria es imprescindible para
conseguir una correcta recuperacién inmune.
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