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Datos del centro

El Grupo de investigacion Infeccion e Inmunidad (INIM), liderado por el Prof. Francesc
Vidal Marsal, esta formado por personal cualificado en investigacidn clinica y basica del
Servicio de Medicina Interna (Enfermedades infecciosas y Unidad de VIH/SIDA) del
Hospital Universitario de Tarragona Joan XXIll y de la Universidad Rovira i Virgili. Es un
grupo consolidado y financiado por la Generalitat de Catalunya desde 2009 y uno de
los grupos de investigacion lideres de la Red de Investigacion en Sida (RETICS-RIS)
patrocinada por el Instituto de Salud Carlos lll. El laboratorio de investigacion esta
situado en el Edificio Modular de Docencia i Recerca del Hospital Universitario Joan
XXIIl de Tarragona. Sus principales objetivos son la investigacién bdsica, traslacional,
clinica y epidemioldgica en relacion al VIH y las infecciones nosocomiales. Las

principales lineas de investigacién del grupo son:

¢ Inmunogenética e inmunopatogenia de la infeccion por VIH: Identificaciéon de
los mecanismos del hospedador que regulan la progresién de la infeccidén y
estudio de determinantes bioldgicos que modulan la respuesta viroldgica e

inmunolégica al tratamiento antirretroviral.

e Farmacogenética y toxicogenética del tratamiento antirretroviral. Evaluacién
de la eficacia y seguridad de farmacos antirretrovirales. Estudio de los
determinantes genéticos del huésped que modulan la respuesta viroldgica e

inmunoldgica al tratamiento antirretroviral. Mecanismos de toxicidad.

e Innovacion del tratamiento antirretroviral: Estudio de resistencias,

optimizacidn, simplificacion del tratamiento y nuevas estrategias terapéuticas.

e Estudios epidemioldgicos y clinicos de la infeccion por VIH. La infeccién por
VIH en poblacién de edad avanzada. La infeccién por VIH en diferentes

poblaciones. Infecciones oportunistas y no oportunistas en VIH.

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

espondilodiscitis e infeccidn nosocomial.



Resumen

Dentro de los pacientes infectados por VIH, existe un grupo de individuos, denominado
controladores de élite (CE), que se caracterizan por controlar espontaneamente la
carga viral en ausencia de tratamiento antirretroviral. Sin embargo, aproximadamente
un 30% de ellos acaba perdiendo esta capacidad. Las vias mecanisticas implicadas en
este fendmeno se desconocen. De hecho, aun no se ha realizado ninglun estudio
metaboldmico en los CE, que permita identificar las rutas metabdlicas involucradas en
dicha pérdida del control viroldgico. Por lo que el objetivo de este trabajo fue estudiar
la existencia de un perfil metabolémico que preceda a esta pérdida, para poder
identificar las vias mecanisticas involucradas y descubrir potenciales marcadores
bioldgicos predictivos. Para ello se llevé a cabo un estudio metabolédmico dirigido y no
dirigido en muestras de plasma de pacientes CE. Se seleccionaron un total de 16
pacientes, ocho habian perdido espontdaneamente el control virolégico, denominados
controladores transitorios (CT). Se analizaron las muestras de los pacientes CT en el
periodo previo y posterior a la pérdida. Como grupo control, se seleccionaron 8
pacientes CE que mantuvieron el control virolégico durante el mismo periodo de
seguimiento, los controladores persistentes (CP). En CP, se realizaron hasta dos
determinaciones en intervalos de un afio. Los resultados obtenidos demostraron que
13 metabolitos eran diferentes significativamente entre los grupos CT y CP en el
periodo pre-pérdida de control. Entre ellos, la valina fue considerada como un
potencial marcador bioldgico predictivo de la pérdida del control virolégico. No
obstante, no se observaron apenas cambios significativos en el metaboloma de los CT
a lo largo del tiempo de seguimiento. En conclusidn, en este trabajo se logrd
determinar un perfil metaboldmico previo a la pérdida de control asociado con una
activacion del sistema inmunoldgico, dafo oxidativo y una disfuncién mitocondrial
para la obtencién de energia. Conocer las alteraciones del metaboloma de los CE
asociadas a la pérdida de control puede ser muy relevante para predecir su progresién

viroldgica y para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el VIH.

PALABRAS CLAVE

Controladores de élite, marcadores bioldgicos, metaboléomica, pérdida de control
viroldgico, VIH.




Introduccion
1. Virus de la inmunodeficiencia humana

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un lentivirus perteneciente a la
familia Retroviridae. Esta familia se caracteriza por tener un genoma de ARN
monocatenario de polaridad positiva y replicarse a través de transcripcion inversa. En
base a las caracteristicas de su genoma y antigenos virales, el VIH se puede clasificar en
dos tipos: VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es el mas frecuente y es el causante de la infecciéon
por VIH a nivel mundial, mientras que el VIH-2 es menos virulento y transmisible y se

localiza principalmente en la regién de Africa Occidental [1,2].

El VIH se aislé por primera vez en 1983, por los grupos de Luc Montagnier y Robert
Gallo, como agente etioldgico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
[2,3]. EI SIDA es el estadio mds avanzado de la infeccidn por VIH que se alcanza cuando
la disminucién de las células T CD4* llega a niveles criticos, por lo que el huésped
pierde su capacidad inmunoldgica y es mads susceptible a desarrollar infecciones

oportunistas [4].

El VIH se puede transmitir por contacto de fluidos corporales infectados (sangre, flujo
vaginal, semen y leche materna) con las mucosas o heridas. La infecciéon tiene como
diana las células del sistema inmune que expresen en su superficie el receptor CD4,
especialmente los linfocitos T CD4*, el virus los infecta y los destruye, provocando un

grave deterioro del sistema inmunoldgico [4].

Estructura y genoma

El virién del VIH (Figura 1) tiene una estructura esférica de 100-120 nm de didmetro y
esta constituido por una envoltura que consiste en una bicapa lipidica en la que se
encuentran insertadas las glicoproteinas gpl120 y gp41, encargadas de la unién y
entrada del virus en la célula huésped. Bajo esta membrana lipidica se encuentra una
matriz formada por la proteina pl7. En el centro de la particula virica se localiza la
capside, una estructura conica constituida por la polimerizacién de la proteina p24. La
capside envuelve la nucleocapside, un complejo nucleo-proteico formado por dos

moléculas idénticas de ARN de cadena simple, las proteinas p6 y p7 y algunas enzimas



como la transcriptasa inversa, proteasa e integrasa necesarias para la replicacién del

virus [2,5].
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Figura 1: Representacion de la estructura virica del VIH [7]

El genoma del VIH (Figura 2) almacenado en forma de ARN estd compuesto por las
secuencias LTR (long terminal repeat) situadas en los extremos y 9 genes [5]. Tres de
los cuales son los genes estructurales gag, pol y env. El gen gag codifica una
poliproteina precursora, p55, que por accién de la proteasa viral se separa en
proteinas estructurales: como la p17 de la matriz, la p24 que forma parte de la capside

y las proteinas p7 y p6 de la nucleocapside [6].
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Figura 2: Organizacion del genoma del VIH [8]



El gen pol codifica las enzimas proteasa, transcriptasa inversa, integrasa y ARNasa
(p15) [1,2]. Adyacente al gen pol se encuentra env que codifica para las dos
glicoproteinas de la envoltura lipidica: gp120 que se encuentra en la superficie y gp41

integrada en la membrana [1].

Ademads de estos tres genes, existen otros seis no estructurales vif, vpu, vpr, tat, revy

nef asociados a la regulacion de la replicacion y de la infectividad del virus [5].

Ciclo biolégico del VIH

El ciclo de vida del VIH-1 puede dividirse en dos fases: 1) la fase temprana que
comienza con la unién del virién a la superficie celular de la célula huésped y finaliza
con la integracién del material genético viral en el genoma celular y 2) la fase tardia
gue comprende el proceso de transcripciéon del genoma viral, la sintesis de proteinas

viricas, el ensamblaje y la liberacién de los nuevos viriones infecciosos [9].

El ciclo vital del VIH ademds, puede subdividirse en 7 etapas: 1) unién y fusién, 2)
transcripcion inversa, 3) integracién, 4) replicacion, 5) ensamblaje, 6) gemacién y 7)

maduracion (Figura 3).

La primera etapa se basa en el reconocimiento y unién entre las proteinas de la
envoltura del virus, gp120 y gp41, y el receptor celular CD4 presente en las células del
huésped, principalmente linfocitos T CD4*, pero también macréfagos y células
dendriticas; asi como la unidn a correceptores celulares como el receptor de
guimiocinas CCR5 o el receptor de quimiocinas CXCR4, también presentes en las
células dianas, que son responsables de estabilizar la unién entre la particula viral y la
célula huésped [1]. De hecho, segun el correceptor utilizado el VIH se puede clasificar
como R5 con tropismo por el correceptor CCR5 o como X4 cuando el virus se une
preferentemente a células que presentan el correceptor CXCR4. En la mayoria de los
casos, son las cepas R5 las que inician la infeccion y en fases mas avanzadas se
detectan cepas con afinidad al CXCR4. También existen cepas virales con tropismo dual

gue pueden utilizar ambos correceptores [2].

En esta primera etapa, la primera interaccién se produce entre la glicoproteina gp120y
el receptor CD4, lo que induce cambios conformacionales en la envoltura del virus que
permiten la unién entre gpl20 con uno de los correceptores mencionados
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anteriormente. Esta doble unidon de gp120 induce la exposicion del péptido de fusion
de la region N-terminal de gp41, responsable de la aproximacién de la membrana viral
con la celular, permitiendo la fusidon de las dos membranas y, consecuentemente, la

internalizacion del viridn en la célula huésped [9,10].

Una vez internalizada la capside virica en el citoplasma se produce la decapsidacion del
genoma virico, es decir, el desensamblaje de las proteinas de la capside para liberar el

genoma y las enzimas viricas en el interior celular [10].
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Figura 3: Ciclo bioldgico del VIH [10]

A partir del ARN viral se sintetiza ADN de doble cadena mediante el proceso de
transcripcion inversa, llevado a cabo por la enzima transcriptasa inversa propia del
virus. EI ADN sintetizado se une a una serie de factores celulares y virales, como vpr,
formando el complejo de preintegracién. Este complejo es transportado al nucleo para
integrarse en el genoma celular, debido a la accién de la enzima viral integrasa,
constituyendo la forma proviral del VIH [10,11]. Este provirus puede permanecer

inactivo durante varios afios. [9,10].



La transcripcion del provirus se inicia cuando la célula huésped se activa gracias a
factores celulares, como NF-kB, que promueven la transcripcion. Para que la
transcripcion del genoma viral sea eficiente se necesita la intervencién de la proteina
viral Tat, que permite la sintesis completa del ARN viral. Mediante la proteina viral Rev
los transcritos sintetizados son transportados al citoplasma, donde son traducidos a
proteinas virales [11], las cuales se unen a las copias de ARN virico, formandose de
este modo los nuevos viriones. Estos son liberados de la célula durante el proceso de
gemacion, llevandose consigo parte de la membrana celular que pasa a constituir su
envoltura lipidica. Después de ser liberado el viridn necesita madurar para ser
infectivo, para ello la proteasa viral convierte los precursores de las poliproteinas Gagy
Gag-Pol en proteinas enzimaticas y estructurales que se reorganizan formando un virus

funcional [9].

Progreso clinico de la infeccion

La infeccidn por el VIH progresa en diversas etapas que se pueden identificar por una
serie de sintomas e indicadores clinicos: la fase aguda seguida de una fase crénica o de

latencia clinica y finalmente la etapa critica o SIDA (Figura 4).
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Figura 4: Historia natural de la infeccion por VIH [12]



La fase aguda de la infeccion por VIH se inicia en el momento de la entrada del virus en
las células huésped. A los 4 o 5 dias después de la infeccidn, el virus se reproduce y
disemina por todo el cuerpo hacia los érganos linfoides, al reclutar posiblemente

linfocitos T CD4* activados [13].

A partir de los 6-10 dias hay un gran aumento de los linfocitos CD4* infectados y de la
carga viral pero ésta ird disminuyendo a lo largo de las semanas, hasta alcanzar un
punto de equilibrio con una carga viral estable (set-point), debido a la generacién de
una respuesta inmune contra el virus. Esta respuesta inmune es tanto de tipo celular
como humoral aunque se debe especialmente a la actividad celular citotdxica de los
linfocitos T CD8*. Todo ello a su vez conlleva un aumento de las células T CD4*, aunque
hasta niveles inferiores a los presentes antes de la infeccién [13,14]. En esta fase de
infeccion aguda con una duracion aproximada de 4 a 12 semanas, el paciente puede
no presentar sintomas o tener un cuadro clinico similar al de la mononucleosis
infecciosa o la gripe, con manifestaciones como fiebre, sudoracién, erupcién cutdnea,

cefalea y diarrea [13,15].

La siguiente fase es la de infeccion crénica en la que la carga viral es baja pero, a pesar
de ello, el virus sigue replicindose durante esta etapa induciendo una hiperactivaciéon
cronica del sistema inmunoldgico [13]. Aunque esta etapa suele ser asintomatica,
algunos pacientes pueden presentar adenopatias o una disminucion significativa del

numero de plaquetas [15].

Ante la replicacidon viral constante y la destruccion de linfocitos T CD4*, el sistema
inmune acaba desgastdndose, perdiendo progresivamente su capacidad de
recuperacién y respuesta contra el virus. Una vez el recuento de linfocitos ha
disminuido por debajo de un umbral de 200 células/ul, comienzan a desarrollarse
infecciones o neoplasias oportunistas que llevan a la ultima fase de la infeccién y la

mas grave, el SIDA. [13,15].

En ausencia de tratamiento antirretroviral la mayoria de los pacientes tienen una
supervivencia menor de 3 afios [16]. Sin embargo, con la introduccién de la terapia
antiretroviral combinada de gran actividad la historia natural de la infeccién se ha

modificado de forma espectacular ya que el tratamiento consigue suprimir la



replicacion viral, aumentando el recuento de linfocitos T CD4* y, en consecuencia,

mejorando la funcion del sistema inmunitario [17].

De todas formas, cabe sefialar que la progresion de la infeccidon es muy variable segln
el paciente, por ello, los individuos infectados por el VIH se pueden clasificar en
diferentes grupos segun sea su progresion clinica. En este sentido, existe un subgrupo
de individuos infectados que son capaces de mantener espontaneamente el control de
la replicacién viral en ausencia de tratamiento. Estos pacientes son los conocidos como

controladores o no progresores [13,18].

2. Control espontaneo de la infeccidn por el VIH

Como se ha comentado anteriormente, en ausencia de tratamiento antirretroviral la
gran mayoria de pacientes infectados por el VIH tienen una progresion clinica
caracterizada por una viremia incontrolada y un desgaste progresivo del sistema
inmunoldgico, que acaba conduciendo al SIDA [19]. Sin embargo, existe un subgrupo
minoritario de pacientes infectados por el virus que son capaces de controlar la
infeccidon sin necesitar recibir tratamiento antirretroviral, los denominados
controladores o no progresores [19,20]. Dentro de este subgrupo de pacientes existen,
a su vez, diferentes fenotipos segun la progresion clinica y/o niveles de carga viral.
Estos fenotipos de controladores han sido objeto de numerosas investigaciones pero
su definicidn puede variar segln el estudio consultado [18]. Esta gran heterogeneidad
en las definiciones utilizadas puede dificultar la interpretacién de los resultados vy, en
consecuencia, complicar la identificacién de los mecanismos bioldgicos responsables
del control viroldgico especificos de cada grupo [18,21]. Por ello, aun existe la
necesidad de estandarizar estas definiciones para, de ese modo, facilitar la compresién
de los resultados de la literatura existente y mejorar el disefio de estudio de futuras

investigaciones sobre las bases moleculares del control de la infeccién [18].

Una revision sistematica de las definiciones de los fenotipos del control del VIH
establecid que entre los definidos por sus caracteristicas clinicas e inmunolégicas, los
mas frecuentes eran los denominados no progresores a largo plazo, en inglés, long

term non-progressors (LTNP) [18]. Este grupo de individuos permanecen asintomaticos



durante un prolongado periodo de tiempo en ausencia de tratamiento y con un alto

recuento de células CD4* [22, 23].

En cuanto a los fenotipos establecidos segln criterios virolégicos, los mejores definidos
son los controladores virémicos (CV) y los controladores de élite (CE) [18]. Los
controladores virémicos son un grupo caracterizado por mantener cargas virales entre
50-2000 copias RNA de HIV/ ml [18,21]. En cambio, los controladores de élite (CE) se
suelen definir como un grupo de pacientes que mantienen cargas virales a niveles
indetectables (<50 copias ARN del VIH / ml), durante un tiempo prolongado (de 6
meses a 16 afios) y en ausencia de tratamiento antirretroviral [18]. Este grupo es el
gue menor viremia presenta entre los controladores o no progresores, por lo tanto la

mayoria de estudios recientes se han centrado en este conjunto de individuos [23].

Los controladores de élite representan menos del 1% de los pacientes infectados por
VIH [24, 25] y, como se ha comentado, se definen por su control virolégico espontdneo
pero también por el mantenimiento de un nivel elevado de linfocitos CD4* y una

probabilidad mas baja de progresidn clinica hacia el SIDA [24,26].

Debido a su capacidad de control espontaneo de la infeccidn, a limites tan bajos, los CE
se han propuesto como un modelo para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
para el VIH como el desarrollo de vacunas o una cura funcional que consistiria en
inducir que el sistema inmunitario de un paciente infectado por el VIH controle

persistentemente la replicacién viral sin necesidad de farmacos [27,28].

Mecanismos de control del VIH-1 en controladores élite

Actualmente, los mecanismos responsables del control viral en los controladores de
élite no se conocen con exactitud pero diversos estudios apuntan a que podria tener
una causa multifactorial [28]. Estos factores pueden ser propios del virus como la
deleccién de genes reguladores o también propios del huésped como su genética o su

capacidad de respuesta inmunoldgica [23,29].

Algunos estudios sugieren que cepas atenuadas de virus VIH podrian contribuir al
control viral, pues en pacientes controladores de élite se han aislado virus defectuosos

con delecciones del gen nef, mutaciones en el gen vif o en las regiones LTR y ciertos
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polimorfismos en las regiones hipervariables de gag vy nef [8,22].
Sin embargo, otros estudios demuestran que los factores del huésped desempefian un
papel mds importante en el control de la replicacidn del VIH ya que, por ejemplo, se
han aislado cepas de virus replicativos competentes en un ndmero considerable de
controladores de élite [22,30. Ademads, varios estudios de secuenciacion no
encontraron alteraciones genéticas en virus procedentes de controladores de élite, por
lo que probablemente, los factores virales representan la minoria de los casos de

control del VIH [29].

Entre estos factores del huésped, muchos estudios asocian la presencia de ciertos
determinantes genéticos con el control de la infeccidn. Por ejemplo, se ha demostrado
que los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) ubicados en los genes del complejo
mayor de histocompatibilidad (HLA), constituyen el principal factor genético asociado
con el control inmunolégico del VIH-1. Concretamente, en este grupo de pacientes
controladores existe una alta presencia de los alelos protectores HLA clase | como HLA-
B*57, HLA-B*27, HLA-B*13 y HLA-B*58:01 [30,31]. Estos alelos se asocian con la
proteccion contra la pérdida de células T CD4* en pacientes VIH+ debido a que son
responsables del aumento de la repuesta antiviral especifica de los linfocitos CD8",
mejorando funciones tales como mayor avidez funcional, mayor capacidad de
proliferaciéon y una mayor produccidn de citocinas [32]. En otras palabras, aumentan la
inmunidad adaptativa, generalmente descrita como una respuesta fuerte y efectiva de
las células T contra el VIH. En concreto, se ha descrito que en los controladores de
élite, hay una gran presencia de células T CD8* dirigidas a la proteina viral Gag y que
sintetizan una mayor cantidad de granulos citotdxicos, pudiendo inducir la apoptosis
en las células infectadas [29]. Ademas de esta mayor actividad citotdxica, los linfocitos
T CD8* de los controladores de élite se caracterizan por tener una gran proliferaciéon y
ser polifuncionales, es decir tienen la capacidad de ejecutar simultaneamente

multiples funciones efectoras [33].

Otros genes de importancia son los genes de los receptores de quimiocinas, los que,
como se ha comentado previamente, actian como correceptores del receptor CD4 Por
ejemplo, el correceptor CCR5 que presenta un alelo llamado CCR5 delta 32 (A32) con

una deleccién de 32 pares de bases que provoca que el receptor no sea funcional (no
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puede alcanzar la superficie) y, por lo tanto, impide la entrada del virus al interior de la
célula huésped [8]. También se han observado mecanismos epigenéticos especificos
asociados al control del VIH, como la metilacién del promotor del virus y la

fosforilacion de factores de transcripcion [29].

Aunque que el sistema inmunitario innato tiene menor relevancia que el adaptativo en
el control viroldgico, los controladores de élite presentan ciertas peculiaridades en sus
mecanismos de defensa innatos. Por ejemplo, se ha observado que sus células
dendriticas tienen una capacidad de presentacién de antigeno mejorada en

comparacion con los progresores [25].

Pérdida espontanea del control de la replicacion viral en los controladores élite

A diferencia de lo que se creia inicialmente, estudios recientes demuestran que entre
los controladores de élite existe heterogeneidad en cuanto a la progresién clinica de la
infeccion. Varios estudios han descrito que aproximadamente el 30% de pacientes
controladores de élite, pierden espontdneamente la capacidad de controlar la
replicacion viral. Este subgrupo de pacientes, inicialmente catalogados como
controladores de élite, son los denominados controladores transitorios (CT) [21,33].
Los pacientes con una corta duracidon de seguimiento, una carga viral mas elevada,
niveles mas bajos de CD4* y/o coinfectados por el virus de la hepatitis C, presentan

globalmente una mayor riesgo de progresion viroldgica [21].

Actualmente ya existen evidencias sobre algunos factores asociados a esta pérdida
espontanea del control de la replicacion viral: un bajo indice de respuesta Gag-
especifica, menor polifuncionalidad en las células T y una alta diversidad viral [33].
Ademas, un estudio reciente del grupo de investigacién en vias de publicacion,
propone un perfil protedmico asociado a la pérdida de control caracterizado por una
desregulacién de ciertas proteinas relacionadas con la inflamaciéon, migraciéon

transendotelial y coagulacion.

Sin embargo, aln son necesarios mas estudios para conocer en profundidad los
mecanismos implicados en la pérdida del control de la replicacién viral, que permitan

la identificacién de potenciales marcadores biolédgicos para distinguir los controladores
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persistentes de los controladores transitorios y que, a su vez, puedan convertirse en

posibles dianas terapéuticas contra el VIH.

3. Metabolémicay VIH

El andlisis metaboldmico permite la evaluacidon de una amplia gama de metabolitos
en muestras bioldgicas (plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, semen,
entre otros) mediante diferentes técnicas analiticas como la resonancia magnética
nuclear (RMN), la espectrometria de masas (EM) acoplada a cromatografia liquida de

alta eficiencia (HPLC) o a cromatografia de gases (CG)e etc... [34].

Los datos obtenidos a partir de estas técnicas son utiles para evaluar las alteraciones
de las vias metabdlicas. Por ello, estas aproximaciones estdn consideradas como un
método poderoso para la identificacion de patrones relacionados con las
enfermedades, asi como para el descubrimiento de marcadores biolégicos que pueden
utilizarse para el diagndstico, prondstico y el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas [35,36].

En el caso del VIH, se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se ha
caracterizado el perfil metabolémico de ciertos biofluidos en pacientes infectados,
utilizando técnicas metaboldémicas que han demostrado la capacidad de detectar
metabolitos alterados por la infeccion viral y/o a causa del tratamiento antirretroviral

[37,38].

Por ejemplo, estudios propios del grupo demuestran que pacientes infectados por el
VIH con un perfil metabdlico caracterizado por altos niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) de gran tamano, lipoproteinas de baja densidad de gran tamafio y
mayor concentracidn de colesterol HDL tenian una mejor recuperacion inmunoldgica

después del tratamiento [39].

También han demostrado que los niveles de lactato y triglicéridos de lipoproteinas de
baja densidad (LDL-TG), podrian considerarse marcadores predictivos para la
dislipidemia ocasionada por la infeccién del VIH y el tratamiento antirretroviral [40].

Por ultimo, en pacientes VIH+ también existen evidencias de alteraciones significativas
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en rutas metabdlicas tales como la glucolisis, el ciclo de Krebs, el metabolismo de los

lipidos y el catabolismo de los dcidos grasos [41].

En cuanto a los controladores de élite, un estudio demostrd que existen alteraciones
en el metabolismo de la hidroxilacidn y carboxilacién de la acilcarnitina, asi como al
catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada, lisina, acidos orgdnicos y
triptéfano, lo que sugeria que los controladores de élite tenian una deficiencia multiple

de acil CoA-deshidrogenasa (MADD) [42].

Sin embargo, aun no se ha realizado ninguna aproximacidon metabolémica para saber
si existe un perfil metaboldmico asociado a la pérdida de control de la replicacién viral,
en pacientes inicialmente catalogados como controladores de élite, que permita
identificar las rutas metabdlicas involucradas y posibles marcadores biolégicos que
predigan la pérdida de dicha capacidad. Cabe destacar que conocer los mecanismos
implicados en el fenédmeno del controlador o, por el contrario, los asociados a la
pérdida de esa capacidad puede ser muy relevante para la identificacién de los
determinantes viroldgicos y del huésped involucrado en estos fendmenos y, que pueda
ayudar en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra la infeccion por el

VIH.
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Hipotesis y objetivos

Dada la capacidad caracteristica de los pacientes controladores de élite, controlar la
replicacion viral sin recibir tratamiento antirretroviral, este grupo se ha propuesto
como modelo para el desarrollo de una cura funcional, de estrategias de erradicacién y
de una posible vacuna contra el VIH. Sin embargo, recientemente, se ha descubierto
gue un porcentaje de estos individuos pierden la capacidad de mantener esta

extraordinaria capacidad.

Tanto los mecanismos asociados al control espontdneo de la replicacién viral como los
asociados a la pérdida de dicha capacidad siguen sin conocerse con exactitud. En ese
sentido, los recientes avances en tecnologias de alto rendimiento han permitido que
las aproximaciones “dmicas”, como por ejemplo la metabolédmica, se conviertan en
una herramienta fundamental para alcanzar una comprensién mads profunda de las
enfermedades. Hasta la fecha existen diferentes estudios metabolémicos realizados en
pacientes VIH+, centrados principalmente en la respuesta al tratamiento antirretroviral
pero todavia no se ha llevado a cabo ningun estudio que caracterice los trastornos
metabdlicos asociados con la pérdida del control virolégico en pacientes controladores
de élite. Por ello, la hipdtesis del presente trabajo esta basada en la existencia de un
perfil metabolémico plasmatico caracteristico de los pacientes que pierden el control
de la replicacion viral, que conllevaria el descubrimiento de las vias mecanisticas
involucradas en dicha pérdida, la identificacién de potenciales marcadores bioldgicos

predictivos, asi como poder establecer nuevas dianas terapéuticas.

Para ello se llevd a cabo un andlisis metaboldmico en el plasma de pacientes

controladores de élite con el fin de alcanzar los siguientes objetivos:

— Averiguar si existe un perfil metabolémico que preceda la pérdida de control
virolégico.

— ldentificar potenciales marcadores bioldgicos predictivos de la pérdida de
control de la replicacién viral.

— Comprobar el efecto de la progresién de la infeccién en el metaboloma de los

pacientes controladores transitorios.
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Materiales y métodos

1. Diseno de estudio

Se seleccionaron, segun la disponibilidad de las muestras de plasma, un total de 16
pacientes controladores de élite (CE), definidos por tener una carga virica inferior al
limite de deteccion (<50 copias de ARN de VIH-1/ml) sin recibir tratamiento

antirretroviral durante al menos un afo.

De los 16 pacientes CE seleccionados, ocho de ellos experimentaron una pérdida
espontdnea del control viroldgico, y por ello fueron categorizados como controladores
transitorios (CT). El resto de pacientes mantuvo permanentemente el control
viroldgico durante todo el periodo de seguimiento, se los denomind controladores
persistentes (CP) y fueron considerados como grupo control. En el grupo CT se llegaron
a evaluar hasta cuatro determinaciones: uno y dos afios antes de la pérdida del control
viroldgico (-T1 y -T2), conocido como "periodo previo a la pérdida de control", y dos
determinaciones mdas durante el "periodo posterior a la pérdida de control", entre las
que se incluye el intervalo mas cercano a la pérdida de control (TO) y el afio posterior a
la pérdida de control viroldgico (+T1). En el estudio sdlo se incluyeron los pacientes del
grupo CT que tuviesen como minimo determinaciones en —T2,-T1 y TO. En CP, se

realizaron hasta dos determinaciones en intervalos de un afo (Figura 5).
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Figura 5: Disefio de estudio. A) Controladores transitorios (CT) B) Controladores persistentes (CP)



2. Recogida de muestras y de datos clinicos y demograficos

Las muestras de sangre de todos los pacientes fueron extraidas en ayuno y recogidas
en tubos con EDTA. Para la obtencién del plasma sanguineo, los tubos se
centrifugaron durante 15 minutos a 4 2C y 1500 g inmediatamente después de su
recoleccién. Las muestras de plasma obtenidas fueron almacenadas a -802C hasta su
analisis. Todas las muestras fueron recibidas, tratadas y almacenadas en el BioBank
VIH HGM, perteneciente a la Red Espafiola de Investigacidon en SIDA (RIS) y los datos
fueron registrados en una base de datos especialmente disefiada para la cohorte de
controladores de élite (ECRIS) de la RIS. Todos los participantes en el estudio dieron su
consentimiento informado y lo protocolos fueron aprobados por los comités éticos

institucionales pertinentes.

La obtencién de datos clinicos y demograficos de los pacientes fue realizada por el
servicio de enfermedades infecciosas del Hospital Universitario Virgen del Rocio,
Instituto de Biomedicina de Sevilla. El procesamiento de muestras para el analisis
metaboldmico fue efectuado por el personal de laboratorio del grupo de investigacién
de Infeccién e Inmunidad (INIM) del Hospital Universitario Joan XXIll de Tarragona y el
andlisis de metaboldmica se realizé en el Centro de Ciencias Omicas (COS), localizado
en el Centro de Tecnoldgico de Nutricion y Salud de Reus. Por ultimo, el analisis
estadistico en el que se centra el presente trabajo, también fue efectuado por el grupo

de investigacion INIM.

3. Analisis metabolémico por GC-(EI)qTOF/MS de las muestras

La lista de todos los metabolitos analizados, tanto de manera dirigida como no dirigida,

se encuentra en el Anexo 1.

Estandares

Los estandares analiticos utilizados fueron: acido piruvico, acido lactico, alanina, acido
3-hidroxibutirico, valina, leucina, isoleucina, acido succinico-d4, acido succinico, acido
fumarico, serina, dacido oxaloacético, acido malico, acido aspartico, acido 2-
hidroxiglutdrico, dacido alfa-cetoglutarico, fosfoenolpiruvato, &acido glutamico,

gliceraldehido-3-fosfato, acido aconitico, glicerol-1-fosfato, glutamina, acido 3-
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fosfoglicérico, acido miristico-d27, acido citrico / isocitrico, glucosa, ribosa-5-fosfato,
Fructosa-6-fosfato, Glucosa-6-fosfato, Fructosa-1,6-bifosfato, Acido 6-Fosfoglucénico

de Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).

Los estandares internos utilizados fueron L-metionina- (carboxi-13C, metil-d3), acido
succinico-d4 98% atomo D y acido miristico-d27 98% atomo D, L- de Sigma-Aldrich, y
glicerol 13C3 99% atomo 3C y D-glucosa *3Cs 99% de dtomo 3C de Cortecnet (Voisins-le-

Bretonneux, Francia).

Preparacion de la muestra

Se mezclaron 500 pl de metanol/agua 8:1 (v/v) con 100 pl de plasma, previamente
deshelados y vorteados. Después las muestras se incubaron a 4 2C durante 10 minutos
para la precipitacion de proteina y posteriormente se centrifugaron a 15000 rpm
durante 15 min. 400 pl del sobrenadante se mezclaron con 25 ul de la mezcla de
patrones internos con una concentracién de 50 mg/l. Posteriormente se llevo a cabo el
secado de la muestra por evaporacién bajo una corriente de N2 y se liofilizé6 en un

liofilizador Benchtop K (VirTis).

La derivatizacion de compuestos se realizdé mediante la adicién de 25 ul de
hidrocloruro de metoxiamina 40 mg/ml en piridina incubandolo durante 1,5 horas a 37
oC, y la adicion de 25 pl de MSTFA + TMCS al 1% e incubandolo durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Las muestras se analizaron en un Cromatégrafo de gases acoplado a un
espectrofotémetro de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo 7200 GC-QTOF de Agilent

Technologies (Sta. Clara, CA, EE. UU.).

Analisis GC-qTOF

Se inyectdé automaticamente un volumen de 1 pl de muestra en un inyector con/sin
fraccionamiento a una velocidad de division de 50:1 y a una temperatura de 250 oC. La
columna cromatografica utilizada fue una J & W Scientific HP5-MS (30 m x 0,25 mm id,
pelicula de 0,25 um) (Agilent Technologies, Barcelona, Espafia) y se usé helio (99,999%
de pureza) como gas portador, con un caudal de 1,1 ml min en flujo constante.

El programa del horno se ajustd a una temperatura inicial de 60 °C durante 1 minuto,
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se aumento a 325 °C, con una velocidad de 10 °C/min y una vez alcanzada, esta
temperatura se mantuvo durante 10 minutos. El tiempo total de ejecucién fue de 37.5

minutos.

La ionizacidn se realizé por impacto electrénico (El), con una energia de electrones de
70 eV y una temperatura de fuente de 250 2C. Después de un tiempo de solvent delay
de 5 minutos, el analizador de masas funcioné en modo Full Scan, registrando datos en
un rango de masa/carga entre 35 y 700 m/z y a una velocidad de exploracién de 5

especies por segundo.

Validacion de métodos y cuantificacion de metabolitos

La cuantificacién absoluta de los metabolitos del ciclo de Krebs se realiz6 mediante
calibracion del patrén interno, usando el estandar analitico correspondiente para cada
metabolito determinado y un patrén interno deuterado dependiendo de la familia del
metabolito. Las curvas de calibracidn se obtuvieron representando la relacién entre la
abundancia (area pico) del analito/patréon interno y el ratio de concentracién de

analito/ patrén interno correspondiente.

Analisis metaboldmico no dirigido

Ademas, se realizd un enfoque no dirigido. Los cromatogramas obtenidos se
deconvolucionaron mediante el software de Andlisis Desconocido de Agilent,
utilizando la biblioteca Fiehn RT para identificar los compuestos presentes en la
muestra, mediante los espectros El MS y la biblioteca de los tiempos de retencidn.
Para estos compuestos, se utilizdé su abundancia maxima (4drea pico) para la

cuantificacion relativa entre las muestras.

4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando distintos programas estadisticos y de
representacion grafica; SPSS (IBM Statistics, v.22), GraphPad Prsim (GraphPad software
Inc., v. 5.03) y el programa RStudio (Rstudio, Ink, v.1.0.153). Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos cuando p-valor < 0.05.

19



Analisis estadistico para determinar diferencias significativas entre los grupos CP y CT

En primer lugar y antes de realizar la busqueda de diferencias significativas, se efectud
un andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para comprobar si
los metabolitos detectados permitian una buena separacion entre los dos grupos de

estudio.

Dado que el nimero de muestras era inferior a 30, se considerd que los datos no
seguian una distribucion normal por lo que se aplicaron pruebas estadisticas no
paramétricas. En primer lugar, se analizaron las diferencias significativas entre CP y CT

en el periodo previo a la pérdida de control.

Las variables cuantitativas se representaron como medianas y rango intercuartilico y
fueron analizadas mediante la Prueba U de Mann-Whitney, el equivalente no
paramétrico para muestras independientes a la prueba t de Student. Por otro lado, las
variables cualitativas se representaron como porcentajes y las diferencias entre grupos

fueron analizadas mediante la prueba de Prueba .

Después se procedio a calcular el Fold Change de cada metabolito que es el valor (B/A)
resultante de la division de la mediana de los controladores transitorios (B) entre la
mediana de los controladores persistentes (A). Este valor expresa cuantas veces
aumenta o disminuye un metabolito en los CT respecto a los PC. En los casos en que el
Fold Change era menor que 1, se le daba la vuelta a la fracciéon quedando la férmula
como A/B y el cociente resultante se representaba en negativo. De esta manera se

expresaba el ratio de disminucidn que habia en los CT respecto al grupo control.

A partir de los Fold Change calculados se efectué mapa de calor o Heatmap. Este tipo
de representacién grafica nos permite visualizar las diferencias entre los dos grupos,
ordenando los metabolitos conforme un rango de colores que varia en funcion del

valor del Fold Change.

Se realizd también un analisis de agrupamiento jerarquico para estudiar el
agrupamiento o clusterizaciéon entre los metabolitos detectados y cuantificados y
también el agrupamiento entre pacientes. Ademds, a partir de los metabolitos
significativos se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para saber si
estos permitian separar ambos grupos con una alta precision.
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Por otro lado, con el objetivo de identificar potenciales marcadores bioldgicos, en
primer lugar se realizé un analisis Random Forest, un algoritmo basado en la creacidn
de arboles de decisidon que clasifica las variables segin su capacidad de clasificacién
[43].Ademas, se crearon Curvas ROC (Caracteristica Operativa del Receptor), una
representacion grafica de la sensibilidad frente a la especificidad para un modelo
clasificatorio binario, que permite estudiar la capacidad discriminatoria de los

metabolitos seleccionados [44].

Analisis longitudinal en los pacientes CT

Por ultimo, se realizdé un andlisis longitudinal para averiguar si habia un efecto del
tiempo, en otras palabras, de la progresién de la enfermedad en el metabolismo de los
controladores transitorios. Para ello se efectud una prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon, una prueba no paramétrica para muestras dependientes o apareadas, entre

los puntos previos y posteriores a la pérdida de control en el grupo CT.

Al igual que en el andlisis de comparacién entre los grupos CP y CT se procedid a
calcular el Fold Change de cada metabolito (B/A). Sin embargo, en este caso el Fold
Change era el valor resultante de la divisién de la mediana de la condicién post-
pérdida de control (B) entre la condicion pre-pérdida de control (A). Para observar
graficamente las diferencias en los metabolitos en este estudio longitudinal los

resultados también se representaron en graficos de barras.
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Resultados

1. Caracteristicas de los pacientes estudiados

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes estudiados se muestran en

la Tabla 1. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo

de controladores transitorios y persistentes en cuanto a edad, sexo, ruta de

transmisién del VIH, coinfeccidn con el virus de la hepatitis C (HCV), nimero de células

T CD4* o CD8* ni en el ratio de CD4:CD8. Tampoco se apreciaron diferencias en la

frecuencia de diferentes alelos HLA. La Unica diferencia destacable fue el tiempo de

diagnéstico, los sujetos del grupo CT llevaban menos tiempo diagnosticados en

comparacion con los CP.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas y demogrdficas de los grupos de estudio

Transient
Persistent Controllers p-value

Controllers
Age (years) 41 [34-60] 44 [40-46] 0.635
Male sex, n (%) 5(62.5) 4 (50) 0.614
Sexual transmission, n (%) 5(62.5) 4 (50) 0.198
Time since diagnosis (years) 3 [2-8] 13 [10-17] 0.005
HCV RNA detected, n (%) 3(37.5) 3(37.5) 0.999
CD4* T-cells (cell/uL) 676 [623-963] 724 [609-985] 0.817
CD8* T-cells (cell/pL) 787 [553-1162] 636 [432-1026] 0.482
CD4:CD8 Ratio 0.86 [0.53-1.55] 1.08 [0.93-1.47] 0.406
HLA B57, n (%) 3(37.5) 1(12.5) 0.248
HLA B27, n (%) 1(12.5) 1(12.5) 0.999
HLA B35, n (%) 0(0) 0(0) 0.999
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2. Metabolomica

Perfil metaboldmico que precede a la pérdida de control espontaneo del VIH

Mediante el andlisis metabolémico, con una aproximacién dirigida y no dirigida, se
pudieron detectar un total de 70 metabolitos en las muestras de plasma de los

pacientes controladores de élite seleccionados para este estudio.

Previamente al analisis estadistico se realizd un andlisis PLS-DA para ver la separacién
entre el grupo de los controladores transitorios, en los puntos previos a la pérdida de
control, y el grupo de los controladores persistentes. Como se puede observar en la
Figura 6 los dos grupos se distribuian de forma diferenciada, indicando la posibilidad

de encontrar un perfil metabolédmico asociado a la pérdida de control virolégico.

Y-Axis
Q |
I PCgrou .
s P X-Axis : 10 (21.93%)
mm TCgroup ° Y-Axis : t1 (32.45%)
Q Z-Axis : 12 (5.71%)
Q
@ (@]
® Q@
Q e O
@ Q
oX-Axis
'l
f
.' -
il-Axus

Figura 6. Andlisis PLS-DA antes del andlisis estadistico, utilizando todos los metabolitos cuantificados

entre los pacientes CT (azul, n=8) y los CP (rojo, n=8). PC, persistent controllers; TC, transient controllers

De los 70 metabolitos plasmaticos analizados, Unicamente 13 de ellos mostraban
diferencias significativas entre ambos grupos (Anexo 2). Como se puede observar en el
mapa de color o Heatmap (Figura 7A), los niveles plasmaticos de 10 metabolitos
estaban significativamente incrementados en los controladores transitorios. Mientras

gue el resto se encontraban significativamente disminuidos en este mismo grupo en
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comparacion con los controladores persistentes. El analisis de agrupamiento jerarquico
demostré que habia un buen agrupamiento tanto de los pacientes en sus respectivos

grupos como de los metabolitos segun su tendencia (Figura 7B).

Ademas, con estas 13 variables estadisticamente significativas entre grupos se realizé
un analisis de componentes principales (PCA). Como se puede observar en la Figura 7C,
estos 13 metabolitos permitieron distinguir ambos grupos con una alta precisidn. Este
hecho indicd que estos metabolitos podrian ser candidatos a convertirse en un

potencial marcador biolégico predictivo de la pérdida de control virolégico.

Los graficos de barras de los metabolitos significativamente distintos entre ambos
grupos se muestran en el Anexo 3, divididos segun la via metabdlica en la que estdn

involucrados.
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Figura 7: Andlisis metabolomico comparando el grupo CT en el periodo previo a la pérdida de control con
el grupo CP. A) Representacion heatmap del fold change de los 13 metabolitos significativos. B) Andlisis
de agrupamiento jerdrquico de las variables significativas (Heatmap con dendogramas). C) Andlisis de
componentes principales (PCA) comparando los grupos CT (azul) y CP (rojo).
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Las principales rutas metabdlicas en las que estaban implicados estos 13 metabolitos
fueron la via glucolitica, el ciclo de Krebs y el metabolismo de los aminoacidos,
especialmente el de los aminodcidos de cadena ramificada (Anexo 3). Como queda
representado en la Figura 8, en el periodo previo a la pérdida del control virolégico en
los CT hay un incremento significativo de los intermediarios de la via de la glucolisis (3-
fosfoglicerato, fosfoenolpiruvato y el acido pirdvico) asi como una disminucién de la
glucosa. Ademas, en cuanto al ciclo de Krebs, se observé una disminucién general de
sus metabolitos siendo el descenso mas significativo el del acido succinico. Por el
contrario, ciertos intermediarios de este mismo ciclo estaban aumentados, como por
ejemplo el alfa-cetoglutarato que se encuentra significativamente incrementado en los

controladores transitorios.

Glycerone Phosphate

Glyceraldehyde 3P

Threonine

Acetyl-CoA

| Aspartate |<—>| Oxaloacetate|

/
‘ Citramalate H Malate |

Phenylalanine Tyrosine
Succinyl-CoA

Threonine

Figura 8: Alteraciones de la via glucolitica, ciclo de Krebs y metabolismo de los aminodcidos en los
controladores transitorios (CT) respecto a los controladores persistentes (CP). Los metabolitos
incrementados y decrecidos que son estadisticamente significativos se encuentran en rojo y verde,
respectivamente. Los tonos mds claros de rojo y verde se utilizan para los metabolitos no significativos
indicando la misma tendencia que en los significativos. Los metabolitos no detectados se muestran de
color blanco y en gris los que no tienen una tendencia clara de aumento o disminucion
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Por ultimo, cabe destacar el incremento significativo en el grupo CT de la
concentracién general de los aminodcidos, especialmente los de cadena ramificada
(Leucina, Valina e Isoleucina) asi como de sus derivados e intermediarios de su

catabolismo (acido iminodiacético y acido 2- cetoisocaproico).

Dadas las diferencias encontradas entre el grupo CT, en los puntos de tiempo previos a
la pérdida de control, y el grupo de controladores persistentes, se evalud el
comportamiento de estos metabolitos como potenciales marcadores bioldgicos
capaces de predecir la pérdida de control. Para ello, en primer lugar, se realizd un
analisis Random Forest (Figura 9A) que demostré que la valina, el 4cido iminodiacético,
acido 2-cetoisocaproico, acido piravico, alfa-tocoferol, acido succinico y el &acido
glicélico eran los metabolitos con mayor poder clasificatorio entre los grupos CT y CP.
Este modelo multivariante basado en arboles de decisién tenia un error del 12.5% y la
matriz de confusién generada por éste demostré que fue capaz de clasificar

correctamente el 100% de los pacientes que iban a perder el control.
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Figura 9: Potenciales marcadores bioldgicos de la pérdida de control del VIH. A) Andlisis Random Forest,
mostrando los metabolitos ordenados por su poder de prediccion. B) Representacion curva ROC
correspondiente a la Valina. Tabla valores de la curva ROC de los metabolitos significativos.

26



Ademas, cabe destacar que estos metabolitos coinciden con los mas significativamente

distintos entre ambos grupos en el andlisis estadistico univariante.

Para completar este analisis, se construyeron Curvas ROC (Figura 9B) de cada uno de
los metabolitos significativos. La valina resulté ser el Unico metabolito capaz de
diferenciar los grupos CT y CP con un 100% de sensibilidad y especificidad. Este
resultado junto al Random Forest sugiere que este aminoacido parece ser un buen
marcador bioldgico predictor de la pérdida espontdnea del control virolégico del VIH

en los controladores de élite y una posible diana terapéutica.

Variacion en el perfil metabolémico del grupo CT durante la progresion de la

infeccidon por VIH

Por ultimo, se estudid el efecto de la pérdida de control viroldgico sobre el
metaboloma de los pacientes controladores de élite transitorios. Los resultados
mostraron que, de los 70 metabolitos analizados, sélo un metabolito, la monostearina,
un monoglicérido, era significativamente distinto antes y después de la pérdida de
control. Los niveles de este monoglicérido disminuian significativamente (FC = -1,33)

después de la pérdida del control viroldgico (Figura 10).
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Figura 10: Grdfico de barras comparando los niveles de monostearina
en el grupo CT antes y después de la pérdida de control.
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Discusion

Los resultados obtenidos demostraron que existe un perfil metabolémico asociado a la
pérdida de control viroldgico, en otras palabras, un perfil metabolémico que permite
distinguir los pacientes controladores transitorios de los controladores persistentes.
Existen otros estudios metabolémicos realizados en biofluidos de pacientes infectados
por el VIH pero todos ellos se han centrado, principalmente, en detectar alteraciones
metaboldmicas debidas a la progresion de la infeccion y la respuesta al tratamiento
antirretroviral [37-40,42]. Por ello, el presente trabajo puede considerarse el primer
estudio centrado en la determinacién de las alteraciones metabolémicas asociadas a la

pérdida de control de la replicacién del VIH en pacientes controladores de élite.

Este perfil diferencial estd caracterizado por alteraciones de metabolitos implicados,
principalmente, en la glucolisis, ciclo de Krebs y el metabolismo de los aminoacidos,
destacando el de los aminoacidos de cadena ramificada. Existen evidencias de
alteraciones significativas en rutas metabdlicas tales como la glucolisis, el ciclo de
Krebs, el metabolismo de los lipidos y el catabolismo de los aminodcidos en pacientes
infectados por el VIH pero hasta el momento estos cambios no se habian asociado a la

pérdida de control viroldgico [41].

La activacion celular, la respuesta antiviral y otras funciones efectoras del sistema
inmunolégico dependen de un adecuado metabolismo de la glucosa. A nivel celular,
concretamente en linfocitos T, se ha descrito que pacientes infectados por el VIH
presentan un mayor consumo de glucosa y un incremento de la glucolisis respecto a
individuos sanos [45,46]. Nuestros resultados mostraron que en el grupo de
controladores transitorios en el periodo previo a la pérdida de control, existe un
incremento de intermediarios de la via glucolitica asi como una disminucién plasmatica
de glucosa. Estudios previos del grupo han demostrado que los controladores
transitorios presentan una mayor diversidad viral, una mayor produccién de citocinas
pro-inflamatorias, como por ejemplo de RANTES, y una desregulacion de proteinas
asociadas con la migracién celular y rutas inflamatorias [33]. Todo ello podria indicar
que las diferencias metaboldmicas observadas entre los dos grupos de estudio, serian

a causa de una mayor activacién inmunoldgica en este grupo de pacientes antes de la
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pérdida de control viroldgico. También se observd que los controladores transitorios
presentaban un aumento significativo de las concentraciones plasmaticas de lactato,
en otras palabras, acidemia lactica o hiperlactatemia. Este trastorno es indicativo de

una deficiente capacidad oxidativa de la mitocondria [47,48].

En este mismo sentido, se percibié una disminucién generalizada de los metabolitos
del ciclo de Krebs en los controladores transitorios en comparacién con los
controladores persistente. Cabe destacar que los niveles de algunos intermediarios
estaban incrementados en este mismo grupo. Este hecho puede parecer
contradictorio, pero podria justificarse por la conversidn de otros metabolitos en estos
intermediarios del ciclo de Krebs, como un mecanismo de compensacion ante una
capacidad energética disminuida en esto pacientes. Ejemplo de ello, es el aumento que
se observd en cuanto a las concentraciones plasmaticas del alfa-cetoglutarato. Este
incremento podria estar ocasionado por la oxidacion del glutamato que, precisamente
se encuentra disminuido significativamente. De acuerdo con esto, previamente otros
estudios han demostrado que este aminodcido ante niveles de energia reducidos
puede convertirse en alfa-cetoglutarato para ser utilizado en el ciclo de Krebs con el fin
producir energia. [49]. Por lo tanto, el conjunto de resultados obtenidos parece indicar
una disfuncién mitocondrial para la obtencién de energia en el grupo de pacientes
transitorios en el periodo que precede a la pérdida de control. Estudios previos han
demostrado la importancia de la mitocondria para la progresiéon de la patologia del
VIH. La mitocondria puede influir directamente en la infectividad del virus, el curso de

la infeccion y la prevalencia de los efectos secundarios de la terapia antirretroviral [50].

Dadas todas esta diferencias metaboldmicas entre ambos grupos en el periodo previo
a la pérdida de control, los metabolitos alterados podrian ser candidatos a convertirse
en potenciales marcadores bioldgicos predictivos de una futura pérdida de control de
la replicacién viral en pacientes controladores de élite, asi como llegar a ser
potenciales dianas terapéuticas. En este sentido, tras el andlisis del Random Forest y
las curvas ROC quedd demostrado que entre los metabolitos significativos, la valina
podria considerarse el mejor marcador bioldgico predictivo de la pérdida espontanea

del control virolégico del VIH en pacientes controladores de élite.
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Este aminoacido pertenece a los aminodacidos de cadena ramificada (Leucina, Valina,
Isoleucina) y precisamente los resultados obtenidos indicaron una acumulacién de
estos en el grupo de controladores transitorios. Estos tres aminoacidos denominados
por la estructura ramificada de su cadena lateral, se caracterizan por ser esenciales
para el ser humano, es decir no pueden ser sintetizados, y ademas comparten los
mismos enzimas en los primeros pasos de su degradaciéon [51]. Algunos estudios
relacionan elevadas concentraciones plasmaticas de leucina, valina e isoleucina asi
como sus cetoacidos derivados, con un catabolismo deficiente [52,53]. Por lo tanto,
sus niveles aumentados en los controladores transitorios podrian deberse a una
degradacion reducida o incompleta, lo que ocasiona que se acumulen estos y sus
subproductos, como por ejemplo el acido 2 cetoisocaproico, un intermediario del
catabolismo de la leucina que estaba incrementado significativamente. Ademas, esta
acumulacién puede, a su vez, estar relacionada con la posible deficiencia del ciclo de
Krebs ya que los productos catabdlicos de estos aminoacidos pueden utilizarse para el

metabolismo energético oxidativo [53]

Asimismo, ciertos estudios demuestran que altas concentraciones de aminoacidos de
cadena ramificada promueven el estrés oxidativo aumentado la produccién de
especies reactivas del oxigeno conllevando dafio y disfuncién mitocondrial [54]. El alfa-
tocoferol, comunmente conocida como vitamina E, desempefia un papel importante
como antioxidante [55], lo que sugiere que su aumento en los controladores
transitorios podria ser un mecanismo de defensa compensatorio ante un la presencia
de estrés oxidativo. Se ha visto que la suplementacion con la vitamina E reduce el
estrés oxidativo en pacientes infectados por VIH y produce una reduccién de la carga

viral [56].

Por ultimo, este estudio demuestra que una vez el paciente infectado por el VIH ha

perdido el control virolégico no existen grandes diferencias en su metaboloma.

En resumen, el presente estudio demostrd alteraciones significativas de metabolitos
implicados en las principales vias metabdlicas precedentes a la pérdida de control y, a
su vez, determind que concentraciones elevadas de valina podrian ser un indicativo de
la inminente pérdida de control viroldgico en pacientes inicialmente catalogados como

controladores de élite.
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La principal limitacién de este trabajo es el reducido nimero de muestras analizadas.
En este aspecto, cabe destacar que este tipo de pacientes representan un porcentaje
muy bajo del total de infectados por VIH por lo que es muy dificil obtener un gran
numero de muestras. Ademas la distincion entre los dos fenotipos y el extenso
seguimiento de estos hace todavia mas complicada la disponibilidad de muestras. Esta
poca disponibilidad limita principalmente el poder estadistico del estudio, primordial
en la identificacion de potenciales marcadores bioldgicos predictivos. Por ello, es
necesaria la realizacion de otros estudios con este mismo disefio de estudio pero

utilizando un mayor nimero de muestras.
Conclusiones

En el presente trabajo, se ha demostrado la existencia de un perfil metabolémico que
precede a la pérdida espontdnea de control del VIH. Ademas, se han determinado
alteraciones de varias rutas metabdlicas en los controladores transitorios precedentes
a la pérdida de control. Estas alteraciones afectan principalmente a la glucolisis, al ciclo
de Krebs y al metabolismo de aminodcidos de cadena ramificada. Los metabolitos
implicados en estas vias alteradas, especialmente la valina, podrian ser considerados
potenciales marcadores biolégicos predictivos de la pérdida de control de la

replicacion viral en pacientes controladores de élite.

Los resultados en su conjunto indican que en los controladores transitorios antes de la
pérdida de control, tiene lugar una mayor activacidon inmunolégica y un posible estrés
oxidativo que implica una disfuncion mitocondrial. Sin embargo, no se pudieron
apreciar apenas diferencias metabolémicas en el grupo de controladores transitorios
como efecto de la progresion de la infeccién. Dada la limitacién del numero de
muestras, este estudio debe ser complementado con futuros estudios que estudien
ampliamente la implicacion de la pérdida de control viroldgico en las alteraciones del
metaboloma de los controladores de élite. De este modo se podran identificar las vias
mecanisticas involucradas en el control espontaneo que es esencial para el desarrollo

de nuevas estrategias terapéuticas contra el VIH.
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Autoevaluacion

Personalmente, valoro el trabajo realizado como una experiencia muy satisfactoria por
todos los conocimientos aprendidos y por el interés cientifico de los resultados

obtenidos.

Inicialmente, cuando el personal del grupo de investigacién de Infeccion e Inmunidad
(INIM) me explicé el estudio en el que podia colaborar, me parecié una tematica muy
interesante aunque tenia cierto temor a que el analisis estadistico que debia realizar

me pudiese resultar dificil.

Afortunadamente, con mayor o menor dificultad dependiendo de la tarea, pude llevar
a cabo la estadistica necesaria para este trabajo. Ademas, el considerable tiempo
dedicado al andlisis de datos se vio recompensado por obtener unos resultados con un
sentido cientifico. Precisamente, lo mas gratificante de la realizacién de este trabajo
fue ver como se transformaban un conjunto de datos en unos resultados que se

ajustaban a los objetivos establecidos.

Este trabajo fue para mi muy enriquecedor, por todo lo aprendido referente a la
infeccion por VIH, asi como conceptos de estadistica y el uso de programas como R,
SPSS y GraphPad Prism. Considero que conocer el funcionamiento de estos programas

puede llegar a ser muy util en algin momento de mi futuro profesional.

Finalmente, decir que me siento muy afortunada y satisfecha porque mi labor pueda

contribuir de alguna manera a las investigaciones del grupo.
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ANEXOS




Anexo 1: Lista de los metabolitos que se pudieron analizar mediante la aproximacién
no dirigida y metabolitos del ciclo de Krebs analizados (rodeados en rojo) mediante el

analisis dirigido.

Aminoacids

List of metabolites by GC-QTOF/MS in plasma samples

Fatty acids Organic acids

Glucose
=== AMINO acids

Non targeted
49 + 208 metabolites

Fatty acids
Alanine Oleic acid 2-Hydroxybutanoic acid Acetyl-COA <mmmm== Ketones
Aspartic acid Oleic acid Citric acid Alcohol
Glutamic acid Palmitic acid Glyceric acid Citrate
Glycine Glycolic acid Qthase
Isoleucine Glycerolipids Lactic acid Oxaloacetate
Leucine Monopalmitin Oxalic acid <

i 2 o s-Aconitase
Lysine Monostearin Pyruvic acid Malate
Methionine Threonic acid dehydrogenaso Ao
N Isocitrate
Norleucine Hydroxyl compounds Uric acid AD NAD'. :
Ornithine Glycerol Malate Isocitrate
x dehydrogenase
Oxoproline Sugars U
Phenylalanine Lipids Galactose Fumarase =
Proline alpha-Tocopherol Ribose a-Ketoglutarate
Serine Cholesterol Sucrose Fumarate o deh oglutarate
Threonine Py - feok NADH ydrogonase
Tryptophan Other dehydrogenase, = 2 T CO;
Tyrosine Ethanolamine (complex Succinate | Oy GOP+P uccinyl-Co.
Valine Phosphate
Valine Urea Succinyl-CoA
synthetase

TCA cycle

Anexo 2: Lista de los metabolitos estadisticamente significativos entre los grupos CP y
CT, obtenidos de la Prueba U de Mann-Whitney.

Alpha tocopherol
Succinic acid

Pyruvic acid
Hexanoic acid
Iminodiacetic acid
alpha-Ketoglutaric acid
2-Ketoisocaproic acid
Glutamic acid
Leucine

Valine

Isoleucine

Glycolic acid

Lactic acid

85199(49572-170761)
209,18 (107-367)
282(159-454)
58701(30479-130557)
553326(484599-644879)
153,1(105,95-233,57)
1143127(839690-1407129)
4114(1878-4750)
345,19(246,48-620,07)
2399(1780-2571)
584,78(358,13-985,81)
29168897(26104881-
30077592)
30971(24068-38878)

374100(269281-487424)
72,71(50,89-81,39)
1022(732-1616)
28050(25712-30753)
1260789(994274-1489305)
325,95(232,61-499,32)
1768711(1605497-2152416)
1761(1401-2664)
630,76(490,32-968,34)
3162,78(2860,55-3689,56)
997,7(730,56-1458,84)
30296220(30110701-
30722305)
42124(36650-43394)

0,009
0,003
0,009
0,036
0,002
0,021
0,002
0,046
0,046
0,001
0,036
0,021

0,009

Los resultados aparecen expresados en mediana y entre paréntesis el rango

intercuartilico. Se consideraron estadisticamente significativos todos los p valores

<0,05.
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Anexo 3: Graficos de barras de metabolitos significativos en la comparacion entre el
grupo CP (amarillo) y el grupo CT (rojo), divididos segun la ruta metabdlica en la que

estan involucrados.
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