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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

- ADMA: Dimetilarginina asimétrica.

- CMV: Citomegalovirus.

- cHDL.: Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.

- cLDL.: Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.

- cVLDL: Colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad.
- DE: Desviacion estandar.

- DDAH: Dimetilarginina dimetilaminahidrolasa.

- DM-2: Diabetes mellitus tipo 2.

- HHV-8: Virus herpes humano tipo 8.

- HTA: Hipertension arterial.

- lAM: Infarto agudo de miocardio.

- ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular tipo 1.

- IL-6: Interleucina 6.

- IMC: indice de masa corporal.

- IP: Inhibidores de la proteasa.

- IQR: Rango intercuartilico.

- ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y nucleétidos.
- ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos.
- Fn-14: Factor de crecimiento fibroblastico 14.

- FGF-2: Factor de crecimiento fibroblastico tipo 2.

- GIM: Grosor intima-media.

- PCR: Proteina C reactiva.

- SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia humana adquirido.

- STNFR-1: Receptor soluble tipo 1 del factor de necrosis tumoral.
- TAR: Tratamiento antirretroviral.

- TARGA: Tratamiento antirretroviral de gran actividad.

- TWEAK: Factor de necrosis tumoral like inductor de apoptosis.
- VCAM-1: Molécula de adhesién celular vascular tipo 1.

- VHB: Virus de la hepatitis B.



- VHC: Virus de la hepatitis C.

- VHS: Virus herpes simplex.

- VEB: Virus de Epstein Barr.

- VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial vascular A.

- VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.



1.- INTRODUCCION

1.1.- Epidemiologia de la enfermedad cardiovascular en pacientes con infeccion

por el virus de inmunodeficiencia humana.

En los paises desarrollados, desde la implantacion de la terapia antirretroviral de
gran actividad (TARGA) a mediados de los afios 90, el prondstico a largo plazo y la
supervivencia de los pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) ha mejorado espectacularmente’. En la actualidad la infeccion por el
VIH se ha convertido en una infeccion cronica controlable en los paises
industrializados. Sin embargo, aunque la mortalidad global en pacientes con infeccion
VIH ha descendido considerablemente hasta un 0,5-1% por afio*®, aln persiste un
considerable exceso de riesgo con respecto a poblacién general con tasas de mortalidad

entre 3 y 15 veces mayores”®,

En la Gltima década han disminuido drasticamente la incidencia y mortalidad de
enfermedades definitorias de SIDA (asociadas a la inmunodepresion severa en fases
avanzadas de la infeccidn por el VIH). En contrapartida, estan aumentando las de otras
comorbilidades no-SIDA, entre las que se incluye la enfermedad cardiovascular. En un
estudio reciente en una cohorte urbana de Estados Unidos con mas de 11500 pacientes
con infeccién VIH, Berry et al.” analizaron las tasas y causas de hospitalizacién de estos
pacientes entre el afio 2001 y el 2008. Las principales causas de hospitalizacion fueron
las infecciones no asociadas a SIDA, seguidas de las enfermedades definitorias de
SIDA, las enfermedades cardiovasculares, psiquiatricas y patologia gastrointestinal/
hepatica. Significativamente en este periodo hubo un descenso marcado de las
hospitalizaciones por enfermedades definitorias de SIDA (6,7 a 2,7 por 100
personas/afio de 2001 a 2008) mientras que se incrementaron las debidas a enfermedad

cardiovascular y se mantuvieron estables o descendieron ligeramente las de otras



comorbilidades no-SIDA. Este aumento de hospitalizaciones por enfermedad

cardiovascular también se ha observado en poblacién europea. Engsig et al'

comunicaron un aumento de la tasa de hospitalizacion por enfermedad cardiovascular
de 2,5 a 4,5 por 100 personas-afio de 1995 a 2007 en una cohorte de poblacién VIH

danesa.

El mismo patron se mantiene si miramos la mortalidad con varios registros de
diferentes cohortes de pacientes VIH que sefialan un marcado descenso de la mortalidad

global y por causas definitorias de SIDA con aumento relativo de otras causas,
destacando entre ellas la enfermedad cardiovascular'*™,

Ademas de esta mayor incidencia relativa de enfermedad cardiovascular con
respecto a las causas tradicionales de enfermedad y muerte en esta poblacion
(enfermedades definitorias de SIDA), es importante remarcar que en pacientes con
infeccion VIH existen tasas de enfermedad cardiovascular arteriosclerética mas

elevadas que en poblacién general*™°.

Esta mayor incidencia de enfermedad cardiovascular arteriosclerética en

poblacién VIH se ha observado tanto para eventos clinicos (infarto agudo de miocardio

y hospitalizaciones por cardiopatia isquémica®”*®?’; enfermedad arterial periférica

sintomatica®!), como con marcadores de enfermedad arteriosclerética subclinica (grosor

22,23

intima-media carotideo®?®, calcificacion coronaria®®, indice tobillo-brazo®, isquemia

25,26

miocardica silente en electrocardiograma basal o de esfuerzo o disfuncion endotelial

27-33

medida por vasodilataciébn mediada por flujo="°). También se ha objetivado una

H3*%¢ sobre

incidencia considerablemente elevada de ictus isquémico en poblacion VI
todo en adultos jovenes, pero no hay estudios poblacionales en los que se determine si

esta incidencia estd aumentada respecto a poblacion general.



El numero de eventos cardiovasculares es todavia bajo (3.65 por 1000 personas-
afios en una de las series mas amplias)*’, debido en gran medida a la edad joven de la
poblacion, pero es previsible que aumente con el envejecimiento de la misma, tendencia

que ya se observa en varios registros de pacientes®* %,

En este sentido hay que destacar que, debido al aumento de la esperanza de vida
con el tratamiento antirretroviral supresor, la edad media de la poblacion VIH esta
aumentando. Este hecho predispone al desarrollo de comorbilidades asociada a la edad,
muchas de ellas relacionadas con el &mbito cardiovascular (diabetes mellitus tipo 2,

hipertension, enfermedad cardiovascular, enfermedad renal crénica).

En las ultimas dos décadas se esta observando un envejecimiento de la
poblacion VIH, cuyos integrantes previamente al TARGA, no solian alcanzar edades
por encima de los 50 afios. En datos de la cohorte de seguimiento suiza (Swiss HIV
Cohort Study) se observa claramente este hecho: Desde 1990 a 2010 la proporcion de
pacientes mayores de 50 afios se incrementd desde menos del 5% hasta algo més del
30%. Es previsible que si esta tendencia continla, en la proxima década hasta el 50% de
los pacientes de la cohorte superen los 50 afios de edad™.

Ademas del envejecimiento cronoldgico, se hipotetiza que los pacientes con
infeccion VIH sufren un proceso de envejecimiento biolégico acelerado®** que
contribuiria al desarrollo precoz de comorbilidades asociadas con la edad. En este
sentido hay multiples datos de diversas cohortes que muestran que los pacientes con
infeccion VIH tienen mayor prevalencia de comorbilidades no infecciosas
frecuentemente observadas con el envejecimiento (hipertension arterial, diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular, osteoporosis y enfermedad renal cronica) que

sujetos de su misma edad, sexo y raza***’. Ademas, en un estudio de casos y controles

en poblacion italiana Guiraldi et al. comunicaron una mayor probabilidad de desarrollar



estas comorbilidades a edades mas tempranas y de que coexistan varias en un mismo
individuo (pluripatologia) en pacientes VIH con respecto a los controles de poblacion
general. Es significativo en este sentido que la prevalencia de pluripatologia en los
pacientes VIH fue aproximadamente equivalente a la observada en individuos de la

poblacion general de 10 a 15 afios mayores®,

Por tanto, estamos asistiendo a un cambio en los patrones de morbilidad y
mortalidad entre la poblacion infectada por el VIH, dirigiéndose actualmente la
problematica hacia la comorbilidad no asociada al SIDA, donde la enfermedad

cardiovascular ocupa un papel central.

1.2.- Etiopatogenia de la enfermedad cardiovascular en pacientes con infeccion por
el VIH.

El mayor riesgo cardiovascular en pacientes con infeccién VIH con respecto a
no infectados se debe a la concurrencia de varios determinantes: factores inherentes a la
propia infeccion, factores relacionados con el tratamiento antirretroviral, una elevada
prevalencia de factores de riesgo cardiovascular tradicionales y la coexistencia de otros
factores que estan presentes con mayor frecuencia en estos pacientes (coinfeccién por
virus de la hepatitis C, replicacion de virus de la familia herpes o desarrollo de

enfermedad renal cronica).

1.2.1.- Factores relacionados con la infeccion VIH

En un principio se atribuyé el riesgo cardiovascular elevado en pacientes VIH a
las alteraciones metabdlicas asociadas al tratamiento antirretroviral (TAR),

fundamentalmente a los inhibidores de la proteasa, cuya introduccion en la practica



clinica coincidi6 cronoldgicamente con los primeros casos comunicados de cardiopatia
isquémica en VIH*®*. Sin embargo, esta hip6tesis ha cambiado en los Gltimos afios.
Diversas evidencias procedentes de estudios experimentales y observacionales y, sobre
todo, los hallazgos de un ensayo internacional de interrupcién de tratamiento, el estudio
Strategies for Management of Anti-Retroviral Therapy (SMART), han redirigido la
atencion desde el TAR hacia las consecuencias de la infeccion por el VIH no tratada. En
este estudio se compararon dos estrategias de tratamiento, una en la cual se interrumpia
el tratamiento antirretroviral cuando se conseguia una recuperacion del sistema inmune
y los linfocitos CD4+ ascendian por encima de 350 cél/ml y otra en la que el
tratamiento antirretroviral se mantenia de forma continua independientemente de los
niveles de CD4+. El estudio puso de manifiesto la importancia de la infeccion VIH per
sé en la enfermedad vascular de estos pacientes. En el brazo de interrupcion del
tratamiento se observé un aumento de complicaciones derivadas de la inmunosupresion
y un mayor riesgo de mortalidad por todas las causas. Pero ademas, los pacientes
asignados a esta rama presentaron una mayor mortalidad cardiovascular con un
aumento del 50% del riesgo de infarto agudo de miocardio (IAM) con respecto a los
pacientes que recibieron tratamiento continuo, a pesar de una menor exposicién a los

farmacos antirretrovirales™.

La infeccion por el VIH por si misma puede aumentar el riesgo de enfermedad
cardiovascular por diversos mecanismos: 1) Estado proinflamatorio persistente, 2) Dafio
endotelial directo y mediado por la inflamacion crénica, 3) Aumento de estrés oxidativo

y 4) Alteraciones metabdlicas indirectas.

Por un lado, la infeccion VIH se acompafia de una activacion de diversas vias
inflamatorias de la pared vascular®®, que conducen a la liberacién de citocinas y la

expresion de moléculas de adhesion endotelial que facilitan la adherencia y



transmigracion de los leucocitos® . Existe una relacion estrecha entre disfuncion
endotelial e inflamacién, de modo que diversas citocinas inflamatorias inducen
activacion endotelial y alteran su funcionalidad®™. Eugenin et al. demostraron que el
VIH es capaz de infectar células musculares lisas arteriales in vitro e in vivo, lo que
produce un fenémeno inflamatorio local con secrecion de citocinas proinflamatorias y
disfuncion del endotelio®®. Ademas, el VIH es capaz de producir dafio directo de las
células endoteliales producido por varias de sus proteinas (Tat, gp120) que van a inducir
un aumento de la permeabilidad endotelial, apoptosis de células endoteliales y
activacion de las mismas con aumento de expresion de moléculas de adhesion (E-

selectina, VCAM-1 e ICAM-1) "%,

La infeccidon VIH per sé se asocia también con un aumento del estrés oxidativo
con deterioro de los mecanismos de reparacion del ADN y acumulacion de lesiones

oxidativas®.

Por ultimo, el VIH puede favorecer la aterogénesis a través de sus efectos
indirectos metabolicos, fundamentalmente lipidicos con un descenso del cHDL y
apoAl, menor aclaramiento de cLDL, con aumento de los indices aterogénicos, y

elevacion de triglicéridos®™®.

De nuevo el ensayo SMART ha aportado datos
significativos al respecto: En el brazo de interrupcion del tratamiento se encontré un
descenso significativamente mayor de cHDL al cabo de un mes respecto a los que
continuaron tratamiento’®y se observé que el ascenso de cHDL con el tratamiento fue
mayor en aquellos pacientes que partian de unos niveles mas elevados de marcadores
inflamatorios basales’*. Ademas del descenso en términos absolutos del cHDL, hay que

considerar que probablemente las particulas circulantes de HDL sean funcionalmente

menos activas y por tanto menos ateroprotectoras, al tener menos capacidad de eflujo de



colesterol (transporte de colesterol desde pared vascular a las lipoproteinas circulantes)
como se describe en diferentes situaciones proinflamatorias™. Sin embargo, este

escenario aun no se ha explorado de forma concreta en la infeccion por el VIH.

1.2.2.- Factores relacionados con el tratamiento

Las descripciones de los primeros casos de enfermedad coronaria prematura en
pacientes infectados por el VIH comenzaron poco tiempo después de comenzar a estar
disponible el tratamiento antirretroviral combinado de gran actividad, por lo que desde
el inicio se le relaciond con la enfermedad cardiovascular. Esta supuesta relacion se
confirmd posteriormente en diversos estudios epidemioldgicos en los que se objetivd
asociacion entre la exposicion prolongada al TAR y un incremento del riesgo
cardiovascular. El estudio mas representativo al respecto, el Data Collection of Adverse
Events Study (D:A:D), en el que se incluyeron mas de 23000 pacientes procedentes de
11 cohortes de Europa, Australia y Estados Unidos, mostré un aumento de la incidencia
IAM con la exposicion al TAR. Ademas este riesgo se incrementaba cuanto mayor era
el tiempo de exposicion, oscilando desde 0’32 por 1000 pacientes-afio para los pacientes
sin TAR, hasta 2’93 por 1000 pacientes-afio para aquellos con méas de 6 afios de TAR
(aumento del riesgo de desarrollar IAM del 26% durante los 6 primeros afios de

tratamiento) "

Sin embargo, este incremento de riesgo asociado al TAR es bastante modesto en
contraposicién con la primeras estimaciones realizadas’*. En el mismo estudio D:A:D,
hay que matizar que aunque el TAR constituy6 un factor de riesgo independiente para la
incidencia de infarto agudo de miocardio, los factores de riesgo cardiovascular clasicos

mostraron una contribucién relativa mayor que la exposicién al TAR”. Ademés es



importante también enfatizar un hecho basico: el riesgo absoluto asociado a la
existencia de una infeccion por el VIH no controlada sobrepasa ampliamente el riesgo
de enfermedad coronaria asociada el TAR™, y esto es asi desde el punto de vista de la
disminucion de eventos SIDA, pero probablemente también desde el &ngulo de la
enfermedad cardiovascular que aumentaria en ausencia de control de la replicacion viral

como se observé en el comentado estudio SMART.

Por tanto, la exposicién al TAR se asocia a un incremento del riesgo de
desarrollar  enfermedad cardiovascular pero su contribuciébn parece ser
proporcionalmente menos importante que la de la propia infeccion VIH no controlada y
que la concurrencia de factores de riesgo cardiovascular clasicos. En este sentido, las
recomendaciones actuales para prevenir la enfermedad cardiovascular arterioscleroética
en los pacientes con infeccion VIH van en la direccion de iniciar el TAR precozmente
para conseguir controlar la infeccion VIH ademas, por supuesto, de incidir sobre los

factores de riesgo cardiovascular clasicos modificables’®.

Sigue existiendo cierta preocupacion por la posibilidad de que la toxicidad del
TAR a largo plazo pueda limitar su beneficio clinico, no solo desde el punto de vista
cardiovascular, sino también a otros niveles (renal, metabolismo 6seo-mineral, estrés
oxidativo). Sin embargo, un estudio recientemente publicado por el grupo de estudio
EuroSIDA aporta cierta tranquilidad en este aspecto. En este estudio se analizaron las
tasas de mortalidad por distintas causas segun grupos estratificados por tiempo de
exposicion acumulada a tratamiento antirretroviral. Los autores no encontraron
diferencias en las tasas de mortalidad por cualquier causa ni de mortalidad por causas

no SIDA en los grupos con exposicion prolongada respecto a los de menor tiempo de



exposicion al mismo lo que sugiere que no existieron efectos negativos derivados de la

exposicién mantenida a largo plazo’”.

El aumento de riesgo cardiovascular asociado al TAR demostrado en diversos
estudios epidemioldgicos se ha atribuido, entre otros factores, al efecto deletéreo que
estos farmacos ejercen sobre el metabolismo lipidico e hidrocarbonado favoreciendo el
desarrollo de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia asi como de resistencia a la
insulina y diabetes’*®. Estas alteraciones pueden presentarse bien de manera aislada o
bien formando parte de otras entidades, como el sindrome metabodlico o la lipodistrofia.
Se ha descrito su asociacion con las principales clases farmacoldgicas, inhibidores de la
proteasa (IP), inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y
nucledtidos (ITIAN) e inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleodsidos (ITINAN) en mayor o menor medida, aunque los efectos difieren segun la
clase y también intraclase entre los distintos farmacos. La dislipemia y desarrollo de
resistencia a la insulina es mas frecuente con los IP, sobre todo los de primera
generacion como saquinavir, indinavir o lopinavir aunque los de nueva generacion
como atazanavir y probablemente darunavir, tienen menos tendencia a producir estos
efectos®®®. Los ITIAN e ITINAN también pueden producir dislipemia y resistencia a la
insulina y estan implicados en la aparicion de lipodistrofia, fundamentalmente la
estavudina, de escaso uso actualmente®®. Ademas de la variabilidad inter e intraclase
va a existir una importante variabilidad interindividual dependiente de cada sujeto. En
cualquier caso, independientemente de la pauta utilizada, el inicio del tratamiento
antirretroviral, suele asociar un aumento de los lipidos plasmaticos (aumento de
colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL en menor medida e incremento de
triglicéridos) que en parte podria estar también relacionado con la ganancia de peso

durante el TAR®.



Para terminar, ademas de los efectos metabdlicos sobre el metabolismo lipidico
e hidrocarbonado se han descrito otros efectos potencialmente proaterogénicos

asociados al uso de farmacos antirretrovirales:

- Disfuncion endotelial: En diversos estudios tanto in vitro como en voluntarios
sanos y en pacientes infectados por el VIH se ha descrito que el TAR es capaz de
inducir disfuncion endotelial medida por tests funcionales de vasorreactividad o por
marcadores plasmaticos. Concretamente ritonavir, indinavir, zidovudina y abacavir se

han asociado a un empeoramiento de la funcién endotelial *°*

- Estrés oxidativo, inflamacion y senescencia vascular: Estudios in vitro apoyan
que algunos antirretrovirales, sobre todo inhibidores de la proteasa, aunque también
ITIAN, estarian implicados en un aumento del stress oxidativo y la inflamacion y
favorecerian la aparicion precoz de marcadores de senescencia en células del endotelio
vascular y mononucleares circulantes®™ . Ademas, parece que estos efectos podrian

revertirse, al menos parcialmente, con antioxidantes o estatinas®".

1.2.3.- Factores relacionados con el paciente

El dltimo pilar fundamental en el que se apoya el mayor riesgo vascular en los
pacientes infectados por el VIH es la elevada prevalencia que presentan de algunos de
los factores de riesgo cardiovascular tradicionales como tabaquismo, dislipemia y

diabetes mellitus tipo 2179910,

La importancia de estos factores de riesgo en la enfermedad cardiovascular de

los pacientes con infeccion VIH se ha puesto de manifiesto en multiples estudios de

102
R

cohortes con una magnitud de asociacion mayor que con el TA aungue hay que



tener en cuenta que el propio TAR puede inducir o contribuir a la aparicion de algunos

de ellos.

Estilo de vida

El tabaquismo es muy frecuente en la poblacién con infeccion por VIH
presentando tasas de prevalencia superiores a las observadas en las poblaciones sin
infeccion VIH con las que se ha comparado, que oscilan entre el 35 y el 72%, segln la
poblacién estudiada'®%. En una comunicacion del afio 2012 con datos del anélisis de
factores de riesgo cardiovascular en 2011 en la cohorte espafiola multicéntrica CoRIS
(Cohorte de la Red Espafiola de Investigacion en SIDA) conformada por pacientes de
13 comunidades autonomas la prevalencia de tabaquismo fue del 46%, por lo que

continta siendo bastante elevada’®’.

Ademas los habitos dietéticos también parecen ser peores en esta poblacion. En
un estudio de casos y controles que incluy6 a 356 pacientes infectados por el VIH y a
162 voluntarios sanos, se comprobd que los pacientes infectados por VIH tenian una
ingesta significativamente mayor de grasas totales, saturadas, trans y de colesterol'®.
Es posible que sin un control dietético adecuado muchos de los pacientes infectados por
el VIH tiendan a una ingesta cal6rica mayor para tratar de compensar la lipoatrofia.
Recientemente se ha comunicado que planificando una dieta con menor cantidad de
grasas saturadas y menor aporte calorico en pacientes VIH que iniciaban tratamiento

antirretroviral la incidencia de dislipemia fue significativamente menor que en aquellos

sujetos que iniciaron tratamiento sin hacer cambios en la dieta®.



Factores de riesgo cardiovascular metabdlicos

La resistencia a la insulina, diabetes y dislipemia estan intimamente relacionadas
entre ellas y con el sindrome metabdlico como entidad que agrupa a estas alteraciones y
que confiere un grado de riesgo vascular elevado. El paciente con infeccion por el VIH
comparte los mismos factores predisponentes que la poblacion general para el desarrollo
de estas alteraciones (predisposicion individual, dieta, sedentarismo, obesidad), pero
ademas, hay factores de riesgo especificos que podrian explicar la mayor incidencia de
alteraciones del metabolismo hidrocarbonado y lipidico en estos pacientes: efecto
directo del VIH, tratamiento con algunos farmacos antirretrovirales, presencia de

lipodistrofia o coinfeccidn por virus hepatitis C.

La dislipemia es més frecuente en la poblacion infectada por el VIH que en la
poblacién general. En la era previa al TARGA, los pacientes con infeccion por VIH
avanzada, presentaban un patron dislipémico inflamatorio caracterizado niveles
disminuidos de colesterol HDL, valores normales o ligeramente aumentados de
colesterol LDL, hipertrigliceridemia y concentraciones elevadas de colesterol unido a
lipoproteinas de muy baja densidad (cVLDL). Este patron se asocia con una alta
prevalencia de particulas de LDL pequefas y densas, con mayor capacidad aterogénica.
Tras la introduccién del TARGA, el perfil lipidico mas frecuentemente observado en
estos pacientes se caracteriza por elevacion de los valores plasmaticos de triglicéridos y
colesterol total, especialmente del cLDL, y descenso de cHDL'®. En el estudio D:A:D"
se observé una prevalencia basal de dislipemia del 45,9%. Se espera que la frecuencia
de dislipemia descienda con el uso de hipolipemiantes y de farmacos antirretrovirales
con mejor perfil metabélico aunque en la comunicacion de la cohorte CoRIS del analisis

de prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en 2011 persiste una prevalencia de



hipercolesterolemia en torno al 27%, 36% de cHDL descendido y 19% de

hipertrigliceridemia®’.

La frecuencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado observada en
pacientes con infeccion VIH varia segun los estudios realizados. La prevalencia de
diabetes es muy variada comunicandose prevalencias en torno al 17% en cohortes

antiguas™'° con cifras mucho menores en analisis més recientes (2,9% CoRIS 2011)'%’.

Como entidad que agrupa diversas alteraciones metabolicas proaterogénicas con
la resistencia a la insulina como sustrato fisiopatolégico subyacente, el sindrome
metabolico confiere un riesgo vascular elevado a los pacientes que lo presentan
(concurrencia de obesidad abdominal, niveles elevados de triglicéridos, HDL colesterol
reducido, presion arterial elevada e intolerancia a la glucosa, segun la definicion de la
National Cholesterol Education Program, ATP 111)**. También en este caso se ha
comunicado una elevada prevalencia del mismo en pacientes con infeccién por el VIH

alcanzando en cifras en torno al 259",

Hipertension arterial

En cuanto a la prevalencia de HTA los datos de la mayoria de estudios
realizados hasta ahora no apoyan una mayor prevalencia de HTA en pacientes con

infeccién VIH, con o sin TARGA, respecto a la poblacion general®. En las diversas
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series su prevalencia oscila entre el 8 y el 28% y su frecuencia aumenta con la

edad'*®®.



1.2.4.- Otros factores

Ademas de la propia infeccion VIH, el tratamiento antirretroviral y los factores
de riesgo vascular clésicos, otros factores pueden estar implicados en el mayor riesgo

vascular de los pacientes con infeccion VIH.

Coinfeccidn por el virus de la hepatitis C (VHC)

La relacion entre la infeccion por el VHC y la enfermedad cardiovascular
arteriosclerdtica es controvertida, aunque hay muchos datos que apuntan en esta

direccion.

En un andlisis retrospectivo con mas 20.000 pacientes con infeccion VIH se
comunicd un aumento del riesgo de 1AM en pacientes coinfectados por VHC, respecto
a no coinfectados, que se mantuvo después de ajustar por los factores tradicionales de
riesgo cardiovascular (hipertension arterial, edad, diabetes y tabaquismo), tanto en la era
pre como postratamiento antirretroviral combinado, aunque en este ultimo caso la
diferencia en el riesgo de IAM entre monoinfectados y coinfectados no alcanzé la

significacion estadistica’*®

. Grandes estudios de cohortes posteriores como el D:A:D no
han podido corroborar esta relacién aunque el nimero de eventos es bajo lo que

dificulta que se puedan encontrar diferencias.

Sin embargo, si miramos marcadores intermedios de arteriosclerosis, tanto en
poblacion general como en sujetos con coinfeccion VIH-VHC, la infeccion por el VHC
se ha relacionado con una mayor prevalencia de arteriosclerosis subclinica coronaria y
carotidea™"*?°. Recientemente Sosner et al. han demostrado que la coinfeccién VHC es
un factor independiente asociado a la presencia de placas vasculares (carotideas o

femorales) en pacientes VIH, con mayor prevalencia de las mismas en el grupo de



coinfectados a pesar de tener un mejor perfil metabdlico (niveles mas bajos de cLDL y

presion arterial sistélica)'?.

Ademas, la coinfeccidn por el VHC se ha asociado con una mayor frecuencia de
resistencia insulinica en diversos estudios epidemiolégicos'?**#. La infeccién por VHC
se acomparia de un estado proinflamatorio, protrombdtico con activacion plaquetaria, de
disfuncion endotelial y aumento de produccion de especies reactivas de oxigeno. Varios
mecanismos actuando de forma simultinea podrian contribuir a explicar la asociacion
entre enfermedad cardiovascular y VHC, con el tridngulo inflamacién crénica-esteatosis
hepética-resistencia insulinica ocupando un papel central™?®. Estudios preliminares
sugieren que la erradicacion del VHC puede mejorar la resistencia insulinica y, por
tanto, podria ser también un objetivo deseable desde el punto de vista

cardiovasculart?®*3°,

Otras infecciones crénicas

Ademas de la infeccion por el VHC se ha explorado la posibilidad de que en
sujetos con infeccién VIH la coinfeccién por otros virus pueda participar en el mayor

riesgo vascular de éstos, por su potencial efecto proinflamatorio y aterogénico®.

- Virus hepatitis B: Aunque un estudio transversal encontrd una asociacion entre
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la antigenemia del virus B y la presencia de placas carotideas™*, la mayoria de los

estudios no ha encontrado una vinculacién entre la infeccion persistente por este virus y

3

la presencia de enfermedad cardiovascular clinica™®® o de aterosclerosis coronaria

evaluada por coronariografia'®**%,

- Familia virus herpes: Varios virus de la familia herpes han mostrado tener efectos
potencialmente aterogénicos™® y asociarse con arteriosclerosis sublcinica**"**®. Se ha

postulado que debido a la menor respuesta inmune frente a antigenos virales, los virus



de la familia herpes podrian tener consecuencias cardiovasculares mas severas en
pacientes con infeccion VIH. En un estudio de casos y controles recientemente
publicado se evalué la asociacion entre arteriosclerosis subclinica coronaria y
marcadores de infeccion de citomegalovirus (CMV), virus de herpes simple 1y 2(VHS
1y 2) y virus herpes humano tipo 8 (HHV-8) en pacientes infectados por el VIH. En
este estudio el VHS-2 se asocido de forma independiente con la presencia de
arteriosclerosis coronaria subclinica y la infeccion por mdltiples virus herpes con
niveles més elevados de calcio coronario, lo que apoyaria el papel proaterogénico de los

virus herpes en este escenario™*’.

Enfermedad renal crénica

Por ultimo hay que tener en cuenta que en poblacion con infeccion VIH es mas
frecuente el desarrollo de enfermedad renal crénica'®, factor ampliamente asociado a la
enfermedad cardiovascular*!. Esta mayor prevalencia de enfermedad renal se va a
explicar tanto por efecto directo del VIH como por la potencial nefrotoxicidad de
algunos antirretrovirales (tenofovir), la presencia de factores de riesgo vascular
tradicionales como diabetes e hipertension y el propio desarrollo de arteriosclerosis

cuya relacion con la enfermedad renal es bidireccional*.

1.3. Marcadores de inflamacion, actividad macrofagica y disfuncion endotelial en

pacientes con infeccion VIH.

En pacientes con infeccion VIH existe un estado de inflamacién y activacién
inmune persistente que se ha implicado en el aumento de enfermedad cardiovascular de
esta poblacién. En este contexto, en los ultimos afios se estan buscando marcadores

plasméticos que nos permitan evaluar la intensidad de estos procesos y correlacionarlos



con la enfermedad vascular de estos pacientes. Para nuestro trabajo hemos seleccionado
algunos de los marcadores méas representativos para la evaluacion del estado
inflamatorio (PCR ultrasensible), activacion y disfuncion endotelial (VCAM-1 y
ADMA) y dos marcadores relacionados con inflamacion y actividad macrofégica
recientemente asociados con enfermedad cardiovascular arteriosclerética, el CD163 y

TWEAK solubles en plasma.

1.3.1.- Marcadores plasmaticos de inflamacion
» PCR ultrasensible

La proteina C reactiva medida por técnicas ultrasensibles (PCRus) es un
marcador inflamatorio ampliamente relacionado con la enfermedad cardiovascular
arteriosclerotica. Las concentraciones plasmaticas elevadas de PCRus se asocian a un
mayor riesgo de eventos coronarios incidentes, enfermedad arterial periférica y

enfermedad vascular cerebral en poblacién general*%.

En los pacientes con infeccion VIH se han descrito niveles més elevados de
PCRus que en poblacién general**’**. Son muchos los estudios que han explorado el
comportamiento de la PCRus en estos pacientes. Por un lado, como marcador de
progresion de la enfermedad se ha encontrado relacion entre los niveles de PCRus (y
otros marcadores inflamatorios y de coagulacion como IL-6 y dimeros D) con un peor
prondstico de la enfermedad asocidndose con una mayor incidencia de enfermedades

oportunistas y mortalidad por cualquier causa®™*****,

Por otro lado, también se ha explorado su relacion con la enfermedad

cardiovascular en estos pacientes. En un amplio estudio retrospectivo Triant et al.



comunicaron que valores elevados de PCRus en pacientes con infeccion por VIH se
asociaban a un mayor riesgo de 1AM, de forma que los pacientes con infeccion VIH y
PCRus elevada presentaban una odds ratio para infarto agudo de miocardio 4 veces
superior a los sujetos VIH negativos y con PCR no elevada'’. Por el momento, a
diferencia de lo que ocurre en poblacion general, no existen datos prospectivos que
exploren la relacion de la PCRus con la incidencia de eventos cardiovasculares en
pacientes VIH aunque si empiezan a aparecer comunicaciones de su relacion con
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factores de riesgo vascular (IMC, lipidos)™ y marcadores de arteriosclerosis subclinica

como el grosor intima-media™>®.

1.3.2.- Marcadores plasmaticos de activacion y disfuncion endotelial

» sVCAM-1

Se ha descrito un aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular asociado a
niveles circulantes elevados de diversas moléculas de adhesion liberadas por el
endotelio vascular, tanto en sujetos aparentemente sanos como en pacientes con
enfermedad cardiovascular conocida'********>. De ellas VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1) e ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule-1) han sido las
mas estudiadas en pacientes con infeccion VIH. Mientras VCAM-1 se expresa
fundamentalmente en células activadas del endotelio y mdsculo liso vascular, ICAM-1
se expresa adicionalmente en diversas células de linaje hematopoyético y fibroblastos

apareciendo como un marcador menos especifico de activacion endotelial**®.

El VIH es capaz de inducir a través de su proteina Tat la expresion de estas
moléculas de adhesion en estudios experimentales in vitro® . Hay multiples estudios

gue han mostrado niveles méas elevados de estos marcadores en pacientes con infeccion



VIH con respecto a sujetos sanos. Pero ademas sus niveles circulantes (sVCAM-1) se
han relacionado con parametros metabdlicos de riesgo vascular (resistencia a la
insulina, lipodistrofia, dislipemia) y marcadores de inflamacidn, lo que ha hecho sugerir
que la arteriosclerosis acelerada en estos pacientes pueda estar mediada por una
activacion/disfuncion endotelial’®*®. En este sentido, en un estudio de casos y
controles en el que se determinaron diversos marcadores plasméticos de inflamacién y
activacion endotelial y el grosor intima-media carotideo como dato de arteriosclerosis
subclinica, Ross et al. encontraron que sSVCAM-1 se correlacion6 de forma positiva con
diversas citocinas inflamatorias y se asocid en el analisis de regresion multiple con el

grosor fntima media carotideo en el grupo de pacientes VIH*.

Ademas los niveles de VCAM-1 se han relacionado con una mayor replicacion
viral y peores pardmetros inmunoldgicos*®*'®3. Se ha sugerido también que SVCAM-1y
SICAM-1 se relacionan con reactivaciones de replicacion viral coincidentes con

interrupciones de tratamiento® %,

Esto podria explicar en parte el aumento de
enfermedad cardiovascular observado en ensayos de interrupcién de tratamiento, como
el comentado SMART, al producir estas interrupciones un aumento del estrés endotelial

asociado a las reactivaciones de la replicacion viral.

» ADMA

El oxido nitrico (NO) es un potente vasodilatador sintetizado y liberado por el
endotelio que juega un papel fundamental en el la homeostasis vascular (tono vascular,
proliferacién del musculo liso, interaccién con elementos formes circulantes)'®’. Una
produccién endotelial disminuida de NO y/o una actividad biolégica reducida del

mismo constituyen elementos iniciales en el proceso de desarrollo de la arteriosclerosis.



La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor enddgeno de la éxido nitrico
sintetasa que provoca disfuncion endotelial por este mecanismo. La ADMA deriva del
catabolismo de proteinas que contienen residuos metilados de arginina y sus niveles
circulantes vienen determinados en gran medida por la actividad de la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH), enzima encargada de su catabolismo, cuya actividad se
reduce en situaciones como la hipercolesterolemia, hiperglucemia, hipertension o
incremento del estrés oxidativo®®’. La concentracién plasmatica de ADMA se relaciona
de forma inversa con la funcion endotelial medida por pruebas funcionales
(vasodilatacion dependiente de endotelio), de forma que, a mayor concentracion

plasmatica peor resultado se obtiene en las pruebas de funcién endotelial®.

Inicialmente se describid la presencia de niveles elevados de ADMA en
poblacién con enfermedad cardiovascular o de elevado riesgo vascular. Posteriormente,
estudios prospectivos han corroborado su papel como marcador de riesgo vascular al
mostrar que predice de forma independiente la incidencia de eventos y mortalidad
cardiovascular en pacientes situados en diferentes escenarios de riesgo cardiovascular
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En pacientes con infeccion VIH se ha demostrado que existe disfuncion
endotelial medida por vasodilatacién mediada por flujo con respecto a controles'’®. En
consonancia, diversos grupos han comunicado que existen niveles mas elevados de
ADMA en pacientes con infeccion VIH respecto a sujetos sanos’™*!®. Kurz et al.
comunicaron que los niveles de ADMA en pacientes con infeccién VIH se asociaban
con marcadores de activacion inmune'”* mientras el grupo de Jang et al. ha objetivado
una correlacion positiva entre los niveles de ADMA y el score de calcio coronario

medido por tomografia computarizada en pacientes VIH'™.



1.3.3.- CD163 y TWEAK solubles

» sCD163

Los macrofagos y sus precursores circulantes, los monocitos, juegan un papel
fundamental en el proceso de aterogénesis por diversas vias: secrecion de citocinas
proinflamatorias; migracion transendotelial, acumulacion en pared vascular y
fagocitosis de lipidos transformandose en células espumosas; y participacion en el
proceso de “eflujo de colesterol” (transporte reverso de colesterol desde la pared

vascular hacia las particulas de HDL circulantes)'™

. En pacientes con infeccién VIH
los monocitos muestran un fenotipo activado (CD14+/CD16+) con una mayor secrecion
de citocinas proinflamatorias y los macr6fagos muestran una menor capacidad de
“cflujo de colesterol™"®*'’. Recientemente se ha descrito ademés, que estos pacientes
presentan marcadores de senescencia en monocitos equiparables a los de individuos 30
afios mayores, lo cual hace pensar que la activacion mantenida del sistema inmune

innato podria llevar a una inmunosenescencia precoz que participaria en el desarrollo de

comorbilidades asociadas a la edad, entre ellas, la enfermedad cardiovascular®’®.

El CD 163 es un receptor de membrana de los monocitos-macrofagos que une y
retira de la circulacion y tejidos los complejos de hemoglobina-haptoglobina'”. Se ha
implicado en diversos procesos de control de mecanismos inflamatorios de forma que
los macro6fagos CD163+ representarian un fenotipo anti-inflamatorio al participar en la
captaciéon de hemoglobina (potente agente oxidante) y estabilizacion de placas
necréticas o hemorrégicas (inestables y con alto riesgo de trombosis)*®. En este sentido,
se ha descrito una expresion aumentada de CD163 en macréfagos de placas

hemorragicas o inestables®.

Ademas, el CD163 puede encontrarse en forma soluble (SCD163) en plasma al



ser escindido activamente de la membrana monocito-macrofagica por un mecanismo
dependiente de proteasas en respuesta a diversas condiciones pro-inflamatorias y
oxidativas. Recientemente se ha propuesto que en este proceso de escision y liberacion
a plasma del CD163 participarian proteasas secretadas por los neutréfilos
(fundamentalmente la elastasa) y que este mecanismo podria tener un papel importante
en la desestabilizacion de las placas de ateroma: la infiltracion neutrofilica de la placa
conllevaria una mayor tasa de escision del CD163 (aumentando el SCD163 circulante en
plasma y disminuyendo el CD163 en membrana) con la subsiguiente acumulacién
intraplaca de hemoglobina al disminuir el aclaramiento por el CD163 de la superficie
macrofagica, lo cual incrementaria el riesgo de desestabilizacion de la placa de
ateroma™®?. Por otro lado, ademas de ser un posible marcador de inestabilidad de la
placa, dado que el CD163 es especifico del linaje monocito-macrofago los niveles
circulantes de sCD163 se consideran un marcador especifico de activacion de

monocitos-macréfagos*®.

Hay diversos estudios que relacionan el sCD163 con la enfermedad vascular
arteriosclerotica. Se han encontrado niveles mas elevados de sCD163 en pacientes con
diabetes mellitus'™* y una correlacién positiva con el GIM en individuos sanos
asintomaticos'®. También se han descrito niveles méas altos en pacientes con
enfermedad coronaria relacionandose éstos con la extension de las lesiones

coronarias*® y en pacientes con enfermedad arterial periférica™®’.

En pacientes con VIH el sCD163 se ha asociado con la actividad de la
enfermedad tanto en infeccion aguda como en pacientes cronicamente infectados y en
modelos animales se ha relacionado con progresién a SIDA™  En relacién a la
enfermedad cardiovascular en pacientes con infeccion VIH en el ultimo afio y medio se

han publicado dos interesantes estudios en los que se relaciona el sCD163 con la



presencia arteriosclerosis subclinica. Burdo et al. comunicaron en 102 hombres con
infeccion VIH y niveles de viremia bajos o indetectables, que los niveles de sCD163 se
asociaron a la presencia de placas coronarias no calcificadas. Esta asociacion se
mantuvo tras ajustar por la presencia de factores de riesgo vascular tradicionales, los
cuales se relacionaron con la presencia de placas coronarias calcificadas pero no de
placas no calcificadas. Los datos de Burdo et al. apuntan a la importancia de la
activacion monocitica-macrofagica en la génesis de lesiones coronarias de fenotipo
inflamatorio en poblacion VIH de forma independiente a los factores de riesgo
clasicos™®. Por otro lado, Sharath et al. exploraron la presencia de inflamacién arterial
medida por tomografia por emisién de positrones (PET) en pacientes VIH y un grupo
control con similar carga de riesgo vascular (Framinghan Risk Score equiparable) y su
relacion con diversos biomarcadores relacionados con enfermedad vascular, entre ellos
sCD163. En este estudio los pacientes con infeccion VIH presentaron un mayor grado
de inflamacidn arterial que los controles de similar carga de riesgo vascular. El nivel de
inflamacion vascular medido por PET se correlacion consistentemente con los niveles
de sCD163 pero no con marcadores de inflamacion o coagulacion asociados con

enfermedad vascular como la PCR ultrasensible o los dimeros D*.

» STWEAK

El TWEAK (Tumor necrosis factor-like WEAK inducer of apoptosis) es una
citocina multifuncional perteneciente a la superfamilia del TNF. Se ha implicado en el
control de multiples actividades celulares incluyendo proliferacion, migracion,
diferenciacion, apoptosis, angiogenesis y regulacion de la inflamacion a través de la
interaccién con su receptor Fn-14 (Fibroblast growth factor-inducible 14)*%2. TWEAK
se sintetiza como una proteina transmembrana que posteriormente es escindida y circula

en su forma soluble (sSTWEAK)'*,



Se ha descrito su participacién como mediador en multiples procesos de la pared
arterial. Por un lado, se ha implicado en el proceso de aterogénesis al inducir citocinas
proinflamatorias y enzimas de degradacion de la matriz extracelular lo que reduciria la

estabilidad de la placa'®

. Ademaés participa en el remodelado arterial aumentando las
respuestas vasculares inflamatorias y el tamafio de lesiones ateroscleroticas en modelos
murinos de aterosclerosis'®. EI TWEAK también potencia el crecimiento de células
endoteliales y su migracion, pudiendo participar en la regulacion de la angiogénesis

patoldgica, actuando solo o en conjuncién con FGF-2 o0 VEGF-A™%1¥",

En este contexto el STWEAK se ha propuesto como un potencial marcador de
arteriosclerosis. Teniendo en cuenta las funciones en las que se le ha implicado, se
esperaria que los niveles plasmaticos de STWEAK estuvieran elevados en pacientes con
enfermedad cardiovascular aterosclerotica, pero al contrario, se han descrito niveles
circulantes descendidos en diversas circunstancias asociadas a arteriosclerosis, sin que
se conozca el mecanismo subyacente. Se postula que, al menos en parte, podria deberse
a un aclaramiento aumentado de STWEAK por macr6fagos CD163+ al identificarse que
éstos son capaces de unir e internalizar STWEAK en cultivos celulares y en placas de

ateroma humanas*®®.

Asumiendo que la cinética y funcionalidad celular del STWEAK no es aun
conocida completamente, en los dltimos afios han aparecido multiples trabajos que
relacionan de forma consistente la presencia de niveles de STWEAK disminuidos con
enfermedad vascular. Se ha descrito una menor cantidad de STWEAK en plasma de
pacientes con arteriosclerosis carotidea comparado con individuos sanos,
correlacionandose de forma inversa sus niveles con el GIM en sujetos asintomaticos™®.
En la misma linea se han descrito concentraciones reducidas de STWEAK en pacientes

con diabetes mellitus tipo 1 y 2%?% hemodialisis® y enfermedad coronaria®®.



También en enfermos con enfermedad renal crdnica, los niveles reducidos de STWEAK
se asocian con una mayor severidad de disfuncion endotelial y predicen un prondstico

adverso?032%4

al igual que en insuficiencia cardiaca estable donde los niveles méas bajos
de STWEAK se relacionan con un peor pronéstico?®. Por dltimo, se ha comunicado que
existen niveles més reducidos en pacientes con enfermedad arterial periférica’®’ y que

en este escenario las concentraciones reducidas de STWEAK predicen la mortalidad

cardiovascular a largo plazo™®.

Hasta nuestro conocimiento no existen estudios que exploren el comportamiento

y significado de STWEAK en pacientes con infeccion por el VIH.

» SCD163/sTWEAK

En 2007 Bover et al. identificaron al CD163 como un posible receptor del
TWEAK?. Desde entonces el grupo espafiol de Moreno et al. han estudiado en
profundidad la relacion entre el CD163 y el TWEAK vy su significado en la enfermedad

vascular aterosclerética.

Primero demostraron que los macréfagos CD163+ unen e internalizan sSTWEAK
in vitro y que tanto TWEAK como CD163 se expresan en placas de ateroma humanas
colocalizandose lo que hace pensar que la interaccion existe también in vivo. Ademas
las concentraciones plasmaticas de STWEAK y sCD163 se asocian de forma inversa. A
partir de aqui se hipotetiza, que esta interaccion entre CD163 y TWEAK podria ser la
responsable de los niveles descendidos de sTWEAK en individuos con enfermedad

cardiovascular®®.

Partiendo de esta base se ha explorado la relacion entre los niveles circulantes
de ambos marcadores y su ratio (SCD163/sTWEAK) con la presencia de enfermedad

arteriosclerotica encontrando resultados prometedores. El ratio SCD163/sTWEAK se ha



relacionado con la progresion de la enfermedad arterial periférica de miembros

inferiores™” 'y de arteriosclerosis carotidea (grosor intima media)'®®

y mas
recientemente en pacientes con enfermedad arterial periférica este ratio se relaciono
con la mortalidad por global y mortalidad cardiovascular siendo capaz de mejorar la

prediccion de las escalas basadas en factores de riesgo vascular clasicos?*®.

Hasta nuestro conocimiento, no se ha estudiado el comportamiento y significado

de este ratio en pacientes con infeccion VIH.

2.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En pacientes con infeccion VIH existen tasas de enfermedad cardiovascular mas
elevadas que en poblacién general, debido a la interaccidn de varios factores: la propia
infeccion VIH, el tratamiento antirretroviral y una mayor prevalencia de factores de
riesgo cardiovascular tradicionales entre otros. Se hipotetiza que la existencia de un
estado proinflamatorio y activacion del sistema inmune persistentes juegan un papel
fundamental en el desarrollo de arteriosclerosis acelerada en estos pacientes. En estas
circunstancias el peso especifico de cada uno de los factores descritos previamente es
variable, de forma que aunque el tratamiento antirretroviral tiene efectos deletéreos
sobre marcadores de inflamacion y funcidon endotelial en poblacién sana, es probable
que en pacientes VIH, al suprimir la replicacion viral, el efecto neto sobre estos
aspectos sea beneficioso. Por tanto, seria atractivo explorar el comportamiento de
marcadores de inflamacion, actividad macrofagica y disfuncién endotelial en pacientes
naive (aquellos que no han recibido tratamiento antirretroviral previamente) basalmente

y después de iniciar el tratamiento.



Ademas, la identificacion de nuevos marcadores que se relacionen con
enfermedad cardiovascular y puedan predecir su desarrollo en pacientes con infeccion
VIH seria de gran interés clinico. Las escalas de estratificacion del riesgo cardiovascular
de las que disponemos hasta el momento se comportan de modo subdptimo en
poblacién VIH infraestimando el riesgo de eventos futuros®®: han sido disefiadas y
validadas en poblacién general y no tienen en cuenta mecanismos aterogénicos
especificos de los pacientes VIH como la inflamacién o la activacion inmune
persistentes. Por tanto, disponer de biomarcadores que al mismo tiempo, midan estos
procesos y se relacionen con el desarrollo de enfermedad vascular arteriosclerdtica,
podria mejorar la prediccion de riesgo en estos pacientes, permitiendo identificar los
sujetos en alto riesgo de padecer un evento cardiovascular futuro y establecer las
estrategias preventivas oportunas. En este contexto, exploramos por primera vez en
nuestro conocimiento el comportamiento del STWEAK vy su relacion con el sCD163
(ratio SCD163/TWEAK) en pacientes con infeccién VIH, marcadores que se han

asociado de forma consistente con enfermedad cardiovascular en poblacion no-VIH.

3.- OBJETIVOS

Los objetivos primarios del estudio son:

1.- Evaluar el efecto del tratamiento antirretroviral sobre la activacion del
sistema inmune (sCD163, sTWEAK y ratio sSCD163/sTWEAK), el estado inflamatorio
(PCRus) y la funcion endotelial (ADMA, sVCAM-1) en pacientes con infeccion VIH

basalmente y tras 48 semanas de tratamiento.



2.- Explorar el comportamiento en pacientes con infeccion VIH de dos nuevos
marcadores relacionados con enfermedad cardiovascular, STWEAK y sCD163,

comparandolos con sujetos controles sin infeccién VIH.

Como objetivo secundario nos planteamos evaluar la influencia de la
persistencia de replicacion viral activa y/o coinfeccion por VHC en el estado de

activacion inmune de pacientes con infeccion VIH.

4.- MATERIAL Y METODOS

4.1. Poblacién.

Se incluyeron 26 pacientes con infeccion por el VIH y 23 sujetos controles
sanos. Los pacientes VIH procedian de la consulta especifica de Infeccion VIH del
Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Virgen del Rocio que
hubieran iniciado tratamiento antirretroviral hacia al menos un afio y de los que se
disponian de muestras de suero y plasma conservadas a -80°C. Ademas debian cumplir
todos los criterios de inclusion y no tener ninguna causa de exclusion. Las muestras se
obtuvieron de la citoteca y la seroteca del Laboratorio de Inmunovirologia (PAI CTS-
590, Hospital Universitario Virgen del Rocio). Los controles sanos dieron su
consentimiento para que se le realizara la extraccion de suero y plasma para las

determinaciones del estudio.

4.2. Criterios de Inclusion y exclusion
e Criterios de inclusion pacientes VIH:

* Pacientes mayores de 18 afos.

* Seguimiento en consultas de al menos 12 meses.



* Infeccién documentada al menos 6 meses antes.

* No haber recibido ningln tipo de tratamiento antirretroviral previamente a la
inclusion en el estudio (pacientes naive).

* Cumplir criterios viroldgicos o inmunoldgicos para iniciar tratamiento
antirretroviral segun las recomendaciones internacionales.

* Consentimiento a participar en el estudio.

e Criterios de exclusion pacientes VIH:

* Pacientes infectados por el VIH-2

* Infeccién aguda por el VIH.
* Infeccidn crénica por VIH estadio C3 con procesos oportunistas activos.

* Patologia psiquiatrica o aquellos que se supongan no van a mantener un

seguimiento clinico a medio-largo plazo.

* Paciente con enfermedad oncol6gica 0 médica en fase de terminalidad

bioldgica.

* Neoplasia activa o que ha recibido tratamiento quimioterapico en los 12 meses

previos.

* Pacientes o tutores que no hayan otorgado el consentimiento informado.
* Pacientes embarazadas.

* Antecedentes de enfermedad cardiovascular isquémica.

* Diabetes mellitus tipo 2.



e Criterios de inclusion individuos grupo control:

* Pacientes mayores de 18 afos.

* Consentimiento a participar en el estudio.

e Criterios de exclusion individuos grupo control:
* Infeccion por VIH.
* Antecedentes de enfermedad cardiovascular isquémica.

* Diabetes mellitus tipo 2.

4.3. Disefo del estudio

Se realiz6 un estudio longitudinal retrospectivo en el que se analizaron los
marcadores plasmaticos de inflamacion, activacién macrofagica y disfuncion endotelial en
muestras basales (de 0 a 15 dias previas a iniciar tratamiento antirretroviral) y
postratamiento (48 + 2 semanas del inicio del tratamiento). Los datos clinicos y analiticos
relativos a factores de riesgo vascular e inmunovirolégicos se recogieron de la base de

datos informatizada de la consulta de Infeccion VVIH del Dr. Leal.

Se compararon los resultados de los marcadores plasmaticos de inflamacion,
activacion macrofagica y disfuncion endotelial en el grupo de pacientes VIH en las fechas

basal y a las 48 semanas y con el grupo de controles sanos.

4.4.- Procedimiento de reclutamiento

Se incluyeron de forma retrospectiva desde la fecha actual 26 pacientes

consecutivos en los que se disponia de muestras de plasma y/o suero previas a iniciar el



tratamiento antirretroviral y 48 semanas tras haber iniciado el mismo. Los pacientes
procedian de la consulta de Infeccion VIH del Servicio de Enfermedades Infecciosas del
Hospital Universitario Virgen del Rocio y habian dado su consentimiento por escrito para
el uso de muestras bioldgicas conservadas y analisis de datos incluidos en la base de datos
informatizada, de acceso restringido a los clinicos e investigadores participantes en el

estudio.

4.5. Obtencion y conservacion de las muestras.

Todas las muestras se obtenian por venopuncién directa en ayunas de 12 horas. Se
obtuvieron, en cada tiempo, 40 ml de sangre venosa, empleando agujas Venoject®
(Terumo™) y tubos conteniendo 1 mg.dL™ de EDTA, citrato sédico al 3,8%
(Vacutainer™) y suero. Inmediatamente después de cada extraccion sanguinea se

procedia a la separacion del plasma y suero. Las muestras se mantuvieron a —80°C hasta

la realizacidn de las determinaciones para evitar variaciones interensayo.

4.6.- Determinaciones

Se determinaron en las muestras previamente procesadas tal como se describe los

siguientes marcadores plasmaticos:

- PCRus: Las concentraciones en plasma de PCR se midieron ensayando 100 pL
de muestra con el kit comercial C-reactive Protein Assay® (Immundiagnostik AG ™,

Bensheim, Germany).

- ADMA: Los niveles de ADMA se midieron mediante enzima inmunoensayo

(ELISA) competitivo (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Germany). El limite inferior



de deteccion fue de 0,05 pmol/l con un coeficiente de variacion intraensayo de 6,4% e

interensayo 10,2%.

- SVCAM-1: Las concentraciones de sSVCAM-1 se determinaron por un ELISA
comercializado (HUMAN sVCAM-1 platinum BMS232CE, eBioscience). El limite
inferior de deteccion era de 0,6 ng/ml y el coeficiente de variacion intra e interensayo de

3,1% y 5,2% respectivamente.

- STWEAK y sCD163: Las concentraciones de STWEAK y SCD163 fueron
determinadas por duplicado mediante ELISA con Kkits comercializados (Bender
MedSystems, Vienna, Austria; R&D Systems, Minneapolis, USA; respectivamente). Un
total de 50 pul de plasma de las muestras se ensayaron en paralelo con concentraciones
estandares conocidas de TWEAK y CD163 recombinante. EI nivel minimo detectable de
TWEAK era de 10 pg/ml con unos coeficientes de variacion intra e interensayo de 6,2% y
8,3% respectivamente y de sCD163 0,177 ng/ml con coeficientes de variacion de 3,6% y

4,8% respectivamente.

4.7.- Andlisis de los datos

Los datos fueron codificados, introducidos y analizados en el programa SPSS

Statistics® version 20.

En todas las pruebas estadisticas se consideran como significativos los valores de

p inferiores a 0,05. Todos los contrastes de hipotesis son bilaterales.

1. Analisis descriptivo

Se han calculado las frecuencias correspondientes a las variables cualitativas. Las

variables cuantitativas se expresan como media aritmética + desviacion tipica en caso de



que cumplan condiciones de simetria y como mediana y rango intercuartilico en caso de

asimetria.

2. Contraste de normalidad: Se ha realizado mediante el test de Shapiro-Wilk

dado nuestro tamafio muestral.

3. Comparaciones de medias aritméticas.

o Muestras independientes: Se ha utilizado la t de Student o0 U de Mann-Whitney
para comparar dos grupos no relacionados, segtn la variable cumpliese o0 no la

distribucién de normalidad.

o Muestras apareadas: Se ha utilizado la t de Student o prueba de Wilcoxon para
comparar los dos grupos, segun la variable cumpliese o no la distribucion de

normalidad.

4. Correlacion y regresion: Se calcul6 el coeficiente de correlacion lineal rho de
Spearman para variables que no cumplan la distribucién de normalidad y r de

Pearson para variables normales.

4.8.- Aspectos éticos

Durante el desarrollo de este proyecto de tesis doctoral se han aplicado los
principios éticos recogidos en la ultima revision de la declaracion de Helsinki. Los datos
obtenidos en el estudio se utilizaron exclusivamente para obtener conclusiones
cientificas. La identidad de los pacientes fue confidencial y s6lo conocida por el clinico
responsable de cada paciente. En todos los casos fue necesario para incluir a un paciente

en el estudio que hubiera otorgado el consentimiento informado tanto para el uso de sus



datos en la base informatizada como para las extracciones sanguineas y su uso para

fines cientificos. En caso contrario, el paciente no se incluyd en el estudio.

Este proyecto cuenta con la aprobacion del Comité Etico de los Hospitales
Universitarios Virgen del Rocio de Sevilla al formar parte del proyecto de investigacion
financiado por el Instituto de Salud Carlos 111 Inmunosenescencia y multifuncionalidad
de linfocitos T. Estudio de las variables predictivas de mortalidad, riesgo vascular y
respuesta a vacunas en el anciano sano y en pacientes infectados por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana tipol (VIH-1) como modelo de inmunosenescencia
prematura, en colaboracion con el Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital

Virgen del Rocio.



5.- RESULTADOS

5.1.- Caracteristicas basales de los pacientes.

Se incluyeron 26 pacientes con infeccion VIH en el estudio de los cuales 20 eran
varones y 6 mujeres. La media de edad de los pacientes fue de 37.5 (DE + 10,3 afios).

Las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas en relacion con la infeccion VIH
se muestran en la tabla 1. Se registr6 una alta incidencia de habitos tdxicos con la mitad
de los pacientes fumadores activos, una quinta parte (6/26) que consumian otros tdxicos
(metadona y cannabis, ninguno referia ser consumidor activo de cocaina) y 3 que
tomaban mas de 60 g de etanol al dia. En cuanto a los grupos de riesgo de transmision,
el més representado fue el homosexual/bisexual con 15 pacientes, seguido de la
trasmision heterosexual con 6 casos y de los usuarios de drogas por via parenteral con 5.

Las caracteristicas de la poblacion relativas al riesgo vascular se muestran en la
tabla 2. Es de destacar que de los pacientes en que se pudieron aplicar las escalas de
estratificacion de riesgo (21 de 26, en 5 casos no se disponian de datos suficientes),
todos segin EuroSCORE y todos menos uno aplicando el Framinghan Risk Score,

estaban encuadrados en categorias de riesgo cardiovascular bajo o intermedio.



Tabla 1: Caracteristicas basales demograficas y clinicas en relacion con infeccion VIH
(n=26).

Variables Valores
Edad (afios) 37,5+£10,3
Varones/Mujeres 20/6
Tabaquismo activo 13/26
Consumo de alcohol >60g 3/26
Consumo activo de otros toxicos 6/26

Grupos de transmisién

- Heterosexual 6/26

- Homosexual/Bisexual 15/26

- Usuario drogas via parenteral 5/26
IMC (kg/m?) 25,79 + 4,46
Tiempo desde el diagnostico VIH (afios) 5 (1-26)
CD4 (células/ml) 283 (151-405)
Nadir CD4 (células/ml) 170 (123-317)
CD8 (células/ml) 743 (570-1130)
Carga viral (copias/ml) 32050 (8520-171246)
Coinfeccion VHC activa 3/26

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimeétricas. n/total en variables cualitativas.
IMC: Indice de Masa Corporal. CD4: Linfocitos CD4 + circulantes. Nadir CD4: Menor cifra de linfocitos CD4 +
registrada. CD8: Linfocitos CD8+ circulantes.



Tabla 2: Caracteristicas basales de riesgo vascular (n=26)

Variables Valores
Antecedentes familiares de ECV precoz 2/26
HTA 5/26
Dislipemia 1/26
Colesterol total (mg/dl) 170,8 + 45,3
cLDL (mg/dl) 103,3+ 37,2
cHDL (mg/dl)
- Hombres 40 (34-47)
- Mujeres 54,5 (37-67)
indice aterogénico (cLDL/cHDL) 2,45 +0,95
Triglicéridos (mg/dl) 110 (75-142)
Glucemia basal (mg/dl) 89,3+10,7
Presion arterial (mmHg)
- Sistolica 129,6 + 15,2
- Diastolica 82,9+10
Categorias Framinghan®
- Bajo riesgo (<10%) 13/21
- Riesgo intermedio (10-20%) 7/21
- Riesgo alto (>20%) 1/21
Categoria SCORE*®
- Bajo riesgo (<1%) 15/21
- Riesgo intermedio (1-5%) 6/21
- Riesgo alto (5-10%) 0/21
- Riesgo muy alto (>10%) 0/21

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimétricas. n/total en variables cualitativas.
HTA: Diagnéstico previo de HTA. Dislipemia: Diagndstico previo de dislipemia. IMC: Indice de Masa Corporal.
Categorias Framinghan: Categorias segun riesgo coronario a 10 afios calculadas por escala de Framinghan.
Categorias SCORE: Categorias segun riesgo de evento cardiovascular mortal a 10 afios calculadas por la puntuacion
SCORE. a) Datos sobre 21 pacientes, 5 sujetos con datos incompletos para aplicar escalas de estratificacion de
riesgo.



5.2.- Evolucién de los marcadores inmunovirologicos y de riesgo vascular

clasicos y emergentes a las 48 semanas de tratamiento.

En la tabla 3 se recoge la comparacion de los datos inmunoviroldgicos, factores
de riesgo vascular y marcadores inflamatorios, de activacion macrofagica y endotelial a

nivel basal y tras 48 semanas de tratamiento antirretroviral.

A las 48 semanas 23 de los 26 pacientes presentaban carga viral indetectable y
se observé un légico ascenso de las cifras de linfoctiso CD4+. Desde el punto de vista
de los pardmetros metabdlicos es de destacar que hubo un ascenso significativo de los
niveles de colesterol pero a expensas de cHDL fundamentalmente, sin diferencias
significativas en cLDL lo que redundd en una mejoria no significativa del indice
aterogénico cLDL/cHDL. Por otro lado, hubo un ascenso que si alcanzé la significacion

estadistica de los niveles de triglicéridos a las 48 semanas de tratamiento antirretroviral.

Ademas de esta mejoria del perfil aterogénico de las lipoproteinas circulantes, el
tratamiento antirretroviral se asocié a un descenso en la concentracion de sCD163,
sVCAM-1 y PCRus sin que hubiera diferencias significativas en los niveles de
STWEAK y ADMA. Se obervé también una tendencia a descender del cociente
sCD163/sTWEAK a las 48 semanas de tratamiento cercana a la significacion

estadistica [Basal 2,88(2,37-3,85) vs 48sem 2,44(1,42-3,2); p=0,062].



Tabla 3: Evolucién de datos inmunovirolégicos y marcadores de riesgo vascular a las 48

semanas de tratamiento (n=26).

Basal 48 semanas p

CD4 (cél/ml) 283 (151-405) 435 (300-652) <0,001
CDS8 (cél/ml) 743 (570-1130) 758 (563-1077) NS
Carga viral indetectable (n/total)® No procede 23/26 No procede
Carga viral (copias/ml) 32050 (8520-171246) 248 (173-759)° No procede”
Glucemia (mg/dl) 89,3 £10,7 93,1+10 NS
Colesterol (mg/dl)

- Total 170,8 £45,3 197,1+43,1 0,001

-cLDL 103,3+ 37,2 109,6 + 34,8 NS

-cHDL 42 (36-52) 50 (41-68) 0,006

- cLDL/cHDL 2,45+ 0,95 2,19+1,01 NS
Triglicéridos (mg/dl) 110 (75-142) 123 (89-197) 0,039
Transaminasas (UI/1)

-GPT 23 (18-34) 21 (16-47) NS

-GOT 22 (19-33) 26 (16-30) NS
Creatinina (mg/dl) 0,79+0,15 0,83+£0,13 NS
STWEAK (pg/ml) 351 (318-401) 325 (299-386) NS
sCD163 (ng/ml) 1085 (828-1480) 792 (562-1025) 0,003
SCD163/sTWEAK 2,88 (2,37-3,85) 2,44 (1,42-3,2) 0,062
SVCAM-1 (ng/ml) 617 (424-832) 393 (318-519) <0,001
ADMA (ng/ml) 210 (158-290) 194 (166-256) NS
PCRus (mg/l) 2,41 (1,62-5,43) 1,16 (0,59-1,58) 0,002

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimétricas. n/total en variables cualitativas.
Valor de significacion estadistica p calculado por t de Student para muestras apareadas en comparaciones de
variables normales y prueba de Wilcoxon en variables que no cumplian distribucion de normalidad. NS= No
significativo. a) Proporcion de pacientes con carga viral indetectable a las 48 semanas. b) Valores calculados con los
3 pacientes con carga viral detectable a las 48 semanas Unicamente con fines descriptivos.

Sin embargo, teniendo en cuenta que la coinfeccion por VHC y la persistencia
de replicacion VIH activa a pesar del tratamiento podrian considerarse como estimulos
que mantendrian la activacion inmune, realizamos también los analisis sin incluir a los
pacientes que cumplian estas condiciones (tabla 4). En este caso los cambios en los
parametros lipidicos se mantuvieron sin variaciones relevantes (aumento de colesterol
total a expensas de cHDL y aumento de triglicéridos) y también los cambios en los

marcadores inflamatorios, de activaciébn macrofagica y endotelial con descensos



significativos de PCRus, sCD163 y sVCAM-1 sin diferencias en ADMA ni sSTWEAK.
Sin embargo, ahora si, el descenso del cociente SCD163/sTWEAK a las 48 semanas

alcanzo la significacion estadistica [n=21: Basal 2,87(2,47-3,36) vs 48sem 2,15(1,3-

2,71); p= 0,005].

Tabla 4: Evolucion marcadores de riesgo vascular a las 48 semanas de tratamiento en
pacientes sin coinfeccion VHC y que consiguen supresion de la replicacién viral (n=21).

Basal 48 semanas p

CD4 (cél/ml) 242 (142-517) 538 (300-711) <0,001
CD8 (cél/ml) 876 (591-1216) 847 (619-1157) NS
Glucemia (mg/dl) 90,4 £10,5 916+89 NS
Colesterol (mg/dl)

- Total 164,4 + 40 196,7+ 46 <0,001

-cLDL 100 £ 35 110,8 £ 34,9 NS

-cHDL 39 (36-48) 50 (39-60) 0,017

- cLDL/cHDL 2,51+0,99 2,3+0,98 NS
Triglicéridos (mg/dl) 99 (63-135) 126 (96-223) 0,008
Transaminasas (UI/I)

-GPT 21 (14-35) 20 (14-44) NS
-GOT 21 (19-30) 21 (16-28) NS
Creatinina (mg/dl) 0,79+0,15 0,85+0,14 0,006

sTweak (pg/ml) 354 (329-447) 328 (301-401) NS
sCD163 (ng/ml) 1079 (865-1416) 776 (501-951) 0,002
sCD163/sTWEAK 2,87 (2,47-3,36) 2,15 (1,3-2,71) 0,005
SVCAM-1 558 (397-832) 393 (311-519) 0,001
ADMA (ng/ml) 209 (157-314) 195 (150-260) NS
PCRus (mg/l) 2,18 (1,23-3,65) 0,99 (0,48-1,53) <0,001

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimétricas. n/total en variables cualitativas.
Valor de significacion estadistica p calculado t de Student para muestras apareadas en comparaciones de variables
normales y prueba de Wilcoxon en variables que no cumplian distribucion de normalidad. NS= No significativo.



Figura 1: Niveles de sSTWEAK(A), sCD163(B) y ratio sCD163/sTWEAK(C) basalmente y
a las 48 semanas de tratamiento en pacientes VIH sin coinfeccion por VHC y con
replicacion viral suprimida a las 48 semanas (n=21). * p< 0,05.
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5.3.- Modulacion del cambio en los biomarcadores inflamatorios y de

activacion inmune/endotelial a las 48 semanas en funcion del tipo de tratamiento.

De los 26 pacientes con infeccion VIH, 14 recibieron inhibidores de la proteasa
en su pauta de tratamiento antirretroviral (IPs), 23 inhibidores de la transciptasa inversa
anélogos de nucléosidos/nucleétidos (ITIAN), 18 inhibidores de la transciptasa inversa
no analogos de nucléosidos/nucledtidos (ITINAN) y 3 maraviroc (antagonista CCR5,

inhibdor de la entrada).

Para analizar la posible influencia del tipo de tratamiento en la evolucion de los
biomarcadores con el TAR comparamos las diferencias del cambio desde basal a 48
semanas en los distintos biomarcadores, en funcion de si recibian o no farmacos de una
determinada familia de antirretrovirales (Tabla 5). Los pacientes que incluyeron IPs en
su régimen de tratamiento presentaron un menor descenso de SCD163 a las 48 semanas
respecto a aquellos que no lo incluian [203,7(-253 to 441,5) ng/ml vs 507,8(107,4 to
728,4) ng/ml; p=0,047]. No hubo diferencias en el resto de biomarcadores segin
recibieran o no IPs, ni tampoco al comparar por el uso de otras familias de
antirretrovirales. No analizamos las diferencias de cambio para farmacos individuales

debido al bajo tamafio muestral y el elevado nimero de pautas de tratamiento.



Tabla 5: Cambio en los biomarcadores de inflamacion, activacion inmune y endotelial (basal - 48 semanas) segun los tipos de antirretrovirales.

n sSTWEAK sCD163 sCD163/sTWEAK ADMA sVCAM-1 PCRuUs
IP
Si 14 -154(-71,2a321)  2037(-253a4415)  056(-0,39a1,17)  -51(-94,7a735)  1657(69,6a249,3) 1,19(0,57 a 2,19)
-No 12 41,7(-23a845)  507,8(107,4 a7284) 042(-071a2,13)  69,4(-46,6a132,4) 1264(48a2749)  1,41(0,41 a3,41)
p=0,087 p=0,047 p=0,98 p=0,134 p=1 p=0,78
ITIAN
Si 23 31,9(-36,4a717)  377,9(445a560,9) 046 (-046a153) 34,2(49,6a1238)  127,9(48a268)  0,96(0,47 a 4,37)
-No 3 -42,7(-211 a ) 203,7(169,9 a ---) 1,05(0,43 a ---) -94,7(-6553a--)  165,7(69,6 a ---) 2,49(1,19 a )
p=0,128 p=0,62 p=0,541 p=0,177 p=0,887 p=0,211
ITINAN
Si 18 28,8(-33,1a70,5)  369,7(24,6a622,7)  041(-054a1,91) 498(-444a1238) 167,7(48,1a2835) 1,18(0,39 a 2,67)
No 8 -6,5(-103,1a61,8)  294(178,4a450,1)  0,84(-021a117) -39,4(-1156a735) 101,2(69,6a249,3)  1,54(0,7 a2,87)
p=0,406 p=0,61 p=0,849 p=0,141 p=0,799 p=0,416
MVC
Si 3 42,7(-2115a ---) 203,7(169,9 a ---) 1,05(0,43 a ---) -94,7(-6553a--)  165,7(69,6 a ---) 2,49(1,19 a )
-No 23 31,9(-36,1 a 71,7) 378(44,5 a 561) 046(-0,47a153) 34,23(-49,7a1239) 127,9(48,1a268)  0,96(0,47 a 2,16)
p=0,128 p=0,62 p=0,541 p=,177 p=0,887 p=0,211

Mediana (IQR) de los valores obtenidos al restar a las concentraciones de cada biomarcador a nivel basal las obtenidas a las 48 semanas. IP= Inhibidores de la proteasa.
ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos/nucledtidos. ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleodsidos/nucledtidos. MV C: Maraviroc.



5.4.- Influencia de la coinfeccién por VHC y/o replicacién viral activa sobre

los biomarcadores inflamatorios y de activacién inmune/endotelial.

En la tabla 6 se recogen las caracteristicas epidemioldgicas, inmunoviroldgicas y
de riesgo vascular de los pacientes con coinfeccion por VHC y/o replicacién viral activa
a las 48 semanas (VHC+/CV+; n=5) y de los pacientes sin coinfeccion VHC y con
replicacion viral controlada (VHC-/CV-; n=21). Al compararlos, los datos
inmunoviroldgicas y de riesgo vascular no difirieron de forma significativa salvo por
una menor cifra de CD4 a las 48 semanas (I6gico teniendo en cuenta que el grupo de
coinfeccion VHC incluye a los pacientes con replicacion viral no controlada con

tratamiento) y una carga viral basal sorprendentemente mas baja.

En cuanto a los marcadores de inflamacion y activacion inmune/endotelial los
pacientes con coinfeccion VHC vy/o replicacion viral activa presentaron niveles
significativamente mas elevados a las 48 semanas de sCD163 [1290 (997-2152) vs 776
(501-951); p=0,01] y del ratio SCD163/sTWEAK [4,08 (3,04-9,01) vs 2,15 (1,3-2,71);
p<0,001] con tendencias a un peor perfil inflamatorio en otros marcadores (PCRus,

sVCAM-1) que no alcanzaron la significacién estadistica (tabla 7).



Tabla 6: Caracteristicas inmunovirolégicas y de riesgo vascular en pacientes con
coinfeccion VHC y/o replicacidn viral activa (n=5) versus pacientes sin coinfeccién VHC
y replicacion viral controlada (n=21).

VHC/Cargaviral + No VHC/ Carga viral - p
Edad 43,8+6,5 36 +£10,6 NS
Sexo (varones/total) 4/5 16/21 NS
Tabaquismo (n/total) 1/5 12/21 NS
HTA (n/total) 1/5 4/21 NS
Diabetes mellitus tipo 2 (n/total) 1/5 0/21 NS
Dislipemia (n/total) 0/5 1/21 NS
CD4 (cél/ml)
- Nadir 153(150-315) 177 (103-348) NS
- Basal 319 (211-343) 242 (142-517) NS
- 48 semanas 370 (300-436) 538 (300-711) 0,017
CDS8 (cél/ml)
- Basal 618 (557-654) 876 (591-1216) 0,002
- 48 semanas 553 (520-622) 847 (619-1157) 0,001
Carga viral basal (copias/ml) 10400 (3200-28600) 52600 (10465-174993) 0,049
IMC (Kg/m?) 26,2 +1,6 25,7 +48 NS
Presion arterial basal (mmHg)
- Sistdlica 143 +7 127+ 15 NS
- Diastolica 88 + 16 82+9 NS
Glucemia (mg/dl)
- Basal 84,4+11 90,4 +10,5 NS
- 48 semanas 99,2 +13,2 91,6 +£8,9 NS
Colesterol total (mg/dl)
- Basal 197,4 £ 61 164,4 + 40 NS
- 48 semanas 198,8 £ 32 196,7+ 46 NS
cLDL (mg/dl)
- Basal 116 £ 47 100 £ 35 NS
- 48 semanas 105 + 38 110,8 £ 34,9 NS
cHDL (mg/dl)
- Basal 48 (38-75) 39 (36-48) NS
- 48 semanas 72 (46-94) 50 (39-60) NS
Triglicéridos (mg/dl)
- Basal 133 (100-154) 99 (63-135) NS
- 48 semanas 90 (84-157) 126 (96-223) NS

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimétricas. n/total en variables cualitativas.
Valor de significacion estadistica p calculado por t de Student para muestras independientes en comparaciones de
variables normales, U de Mann-Whitney en variables que no cumplian distribucion de normalidad y test de Chi
cuadrado para variables cualitativas. NS= No significativo.



Tabla 7: Marcadores inflamatorios y de activacion inmune/endotelial en pacientes con
coinfeccion VHC y/o replicacion viral activa (n=5) versus pacientes sin coinfeccion VHC y
replicacion viral controlada (n=21).

VHC/Cargaviral + No VHC/ Carga viral - p

sTweak (pg/ml)

- Basal 321 (281-371) 354 (329-447) NS

- 48 semanas 321 (221-342) 328 (301-401) NS
sCD163 (ng/ml)

- Basal 1460 (768-2283) 1079 (865-1416) NS

- 48 semanas 1290 (997-2152) 776 (501-951) 0,01
sCD163/sTWEAK

- Basal 4,72 (2,06-7,9) 2,87 (2,47-3,36) NS

- 48 semanas 4,08 (3,04-9,01) 2,15 (1,3-2,71) <0,001
SVCAM-1 (ng/ml)

- Basal 749 (534-1436) 558 (397-832) NS

- 48 semanas 423 (365-1176) 393 (311-519) NS
ADMA (ng/ml)

- Basal 210 (143-263) 209 (157-314) NS

- 48 semanas 189 (176-272) 195 (150-260) NS
PCRus (mg/l)

- Basal 3,92 (1,93-6,42) 2,18 (1,23-3,65) NS

- 48 semanas 2,14 (0,89-9,6) 0,99 (0,48-1,53) NS

Mediana (IQR).Valor de significacion estadistica p calculado por t de Student para muestras apareadas en
comparaciones de variables normales y U de Mann-Whitney en variables que no cumplian distribucién de
normalidad. NS: No significativo.

5.5.- Asociacion entre marcadores de disfuncién endotelial, inflamacion y

actividad macrofégica y variables de riesgo vascular e inmunoviroldgicas.

En la tabla 8 se muestran las correlaciones entre los marcadores inflamatorios y
de activacion inmune/endotelial y los factores inmunovirolégicos y de riesgo

cardiovascular .

Al analizar la relacion entre los biomarcadores emergentes y los factores de
riesgo vascular tradicionales no encontramos asociacion con la edad, presion arterial,
IMC, colesterol total ni cLDL a nivel basal ni a las 48 semanas. STWEAK se
correlaciond negativamente con la concentracion de cHDL a nivel basal y a las 48

semanas (Basal: rho -0,464; p=0,02; 48 semanas: rho -0,4; p=0,043) y positivamente



con la glucemia basal (rho=0,499; p=0,009). El ratio SCD163/sTWEAK con el ratio
cLDL/cHDL también de forma negativa a nivel basal y a las 48 semanas (Basal: rho: -
0,505; p=0,01. 48 semanas: rho=-0,461; p= 0,018). Comparando los niveles de
biomarcadores segun el sexo, presencia de tabaquismo activo o categorias de riesgo por
Framinghan risk score o el EuroSCORE (tras agrupar los casos en bajo riesgo vs riesgo

intermedio-alto) no hallamos diferencias significativas .

Por otro lado, las concentraciones de sCD163 basales se correlacionaron
negativamente con el nadir de linfocitos CD4+ (rho=-0,473; p=0,015) y a las 48
semanas con el recuento de linfocitos CD4+ (rho=-0,562; p=0,003). Igualmente el ratio
sCD163/sTWEAK se correlacion6 a nivel basal con el nadir de CD4 (rho=-0,437;
p=0,025) y a las 48 semanas con los CD4 (rho=-0,527; p=0,006). No observamos
correlacion entre ninguno de estos biomarcadores y la carga viral en valor absoluto o

tras normalizar por su logaritmo.

Al analizar la relacion entre estos marcadores entre si, sCD163 y su ratio
sCD163/sTWEAK mostraron una correlacion positiva con los niveles de ADMA,
sVCAM-1 y PCRus a nivel basal sin que esta asociacion se mantuviera a las 48
semanas. STWEAK también se correlacion6 con la PCRus a nivel basal aunque no con

los marcadores de activacion y disfuncion endotelial (SVCAM-1y ADMA).



Tabla 8: Correlacion de sSTWEAK, sCD163 and sCD163/sTWEAK con los parametros inmunovirologicos, metabolicos y biomarcadores

emergentes de inflamacion y activacion/function endotelial antes y después del TAR.

STWEAK sCD163 sCD163/sTWEAK
Basal 48 semanas Basal 48 semanas Basal 48 semanas

Edad 0,062; p=0,762 -0,145; p=0,479 0,348; p=0,081 0,200; p=0,327 0,277; p=0,171 0,254; p=0,211
IMC -0,008; p=0,975 NA? 0,032; p=0,895 NA? 0,014; p=0,955 NA?

Carga viral -0,138; p=0,502 NA 0,216 ; p=0,288 0,295; p=0,143 0,207; p=0,311 0,258; p=0,203
Nadir CD4 -0,112; p=0,587 -0,346; p=0,083 -0,473; p=0,015 -0,346; p=0,083 -0,437; p=,025 -0,232; p=0,254
CD4 -0,136; p=0,509 0,064; p=0,756 -0,361; p=0,07 -0,562; p=0,003 -0,288; p= 0,154 -0,527; p=0,006
CD8 -0,061; p=0,766 -0,044; p=0,831 -0,132; p=0,522 -0,181; p=0,377 -0,111; p=0,589 -0,144; p=0,483
CD4/CD8 -0,227; p= 0,265 -0,030; p=0,883 -0,283; p=0,162 -0,393; p=0,047 -0,169; p=0,410 -0,346; p=0,083
Col. Total 0,175; p=0,392 0,095; p=0,644 -0,108; p=0,600 -0,207; p=0,311 -0,299; p=0,137 -0,268; p=0,185
cLDL 0,252; p=0,224 0,112; p=0,588 -0,121; p=0,564 -0,364; p=0,067 -0,334; p=0,103 -0,396; p=0,045
cHDL -0,454; p=0,023 -0,400; p=0,043 -0,082; p=0,698 0,313; p=0,119 0,159; p=0,447 0,446; p=0,022
cLDL/cHDL 0,604; p=0,001 0,339; p=0,09 -0,145; p=0,49 -0,353; p=0,077 -0,505; p=0,01 -0,461; p=0,018
Triglicéridos 0,179; p=0,382 0,530; p=0,005 -0,001; p=0,996 -0,138; p=0,500 -0,183; p=0,371 -0,352; p=0,077
Creatinina 0,035; p=0,867 0,012; p=0,952 -0,438; p=0,025 -0,186; p=0,364 -0,329; p=0,101 -0,151; p=0,462
Glucosa 0,499; p=0,009 -0,045; p=0,828 -0,056; p=0,785 0,200; p=0,327 -0,304; p=0,131 0,188; p=0,357
ADMA -0,187; p=0,113 0,304; p=0,139 0,689; p <0,001 0,262; p=0,206 0,615; p <0,001 0,128; p=0,540
sVCAM-1 -0,209; p=0,088 -0,352; p=0,118 0,374; p=0,002 0,058; p=0,8 0,441; p<0,001 0,188; p=0,414
PCRus -0,471; p<0,001 -0,289; p=0,229 0,445; p<0,001 0,137; p=0,576 0,557; p<0,001 0,254; p=0,293

Correlacion de Pearson o Spearman en funcion de normalidad de las variables testadas. NA: No aplicable: a) Ausencia de datos a las 48 semanas para calcular IMC. b) Replicacion viral
indetectable en 23 de los 26 pacientes a las 48 semanas. IMC: Indice de Masa Corporal. Nadir CD4: Menor cifra de linfocitos CD4 + registrada. CD4: Linfocitos CD4 + circulantes. CDS8:
Linfocitos CD8+ circulantes. Col Total: Colesterol total.



Figura 2: Correlaciones entre sCD163 y ratio sCD163/sTWEAK con biomarcadores de
disfuncién endotelial (ADMA), activacion endotelial (sVCAM-1) e inflamacion (PCRus).
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5.6.- Diferencias entre pacientes con infeccion VIH y controles sanos.

Realizamos una comparacion de las caracteristicas de riesgo vascular y los
marcadores emergentes de los pacientes VIH con una cohorte de 23 sujetos controles
sanos (tabla 9). La media de edad de los pacientes con infeccion VIH fue mayor que la
del grupo control (37,5 10,3 vs 32,1+ 8; p=0,05) en el analisis global, aunque no
alcanzo la significacion estadistica en el andlisis realizado al excluir los pacientes con
coinfeccion VCH y/o replicacion viral activa (tabla 10). Ninguno de los controles
presentaba comorbilidad conocida de la esfera cardiovascular (hipertension arterial o
dislipemia), mientras que en grupo de pacientes VIH habia 5 pacientes con diagndstico

de HTA y uno de dislipemia.

Los pacientes con infeccion VIH presentaron basalmente valores
significativamente mas elevados de glucemia, triglicéridos y del cociente cLDL/cHDL
con niveles méas bajos de cHDL que los controles sanos. Estas diferencias persistieron e
incluso se incrementaron a las 48 semanas de tratamiento en el caso de la glucemia y los
triglicéridos. Sin embargo, en el caso del cHDL y el cociente cLDL/cHDL, dos
pardmetros lipidicos caracteristicamente asociados con inflamacion, las diferencias
entre sanos y VIH se redujeron con el tratamiento antirretroviral. Asi, los niveles de
cHDL npersistieron significativamente reducidos en pacientes VIH a las 48 semanas
respecto a controles, pero la diferencia del cociente cLDL/cHDL no alzanzé la
significacion estadistica. No se hallaron diferencias en la concentracion de colesterol

total y cLDL entre sanos y VIH, basalmente ni a las 48 semanas (tabla 9).

Los pacientes con infeccion VIH presentaron un perfil desfavorable de los
marcadores de inflamacion, activacion inmune y endotelial basalmente con niveles de
sTweak siginificativamente méas bajos y mas elevados de sCD163, ratio CD163/tweak,

sVCAM-1, ADMA y PCRus que los controles sanos. Hay que destacar que a las 48



semanas a pesar de la mejoria de estos parametros con el tratamiento antirretroviral
(excepto STWEAK) los pacientes VIH continuaron presentando peores resultados de
inflamacién, activacion inmune y endotelial, salvo en el caso de sVCAM-1, que

descendid con el tratamiento hasta igualarse con los niveles de los sujetos sanos (tabla

9).

Tabla 9: Factores riesgo vascular y marcadores inflamatorios/endoteliales en controles
sanos vs pacientes VIH basal y a las 48 semanas (VIH = 26; Controles = 23)

a

Controles VIH basal p VIH 48 sem p

Edad (afios) 32,18 37,5+ 10,3 0,05 - -
Varones 12/23 20/26 0,065 - -
Tabaquismo 7/23 13/26 0,136 - -
Glucemia (mg/dl) 83+6,4 89,3+ 10,7 0,025 93,1+10 <0,001
Colesterol (mg/dl)

- Total 185,7 £ 29,5 170,8 £45,3 NS 197,1+£43,1 NS

-cLDL 115,6 £ 31,7 103,3+ 37,2 NS 109,6 £ 34,8 NS

-cHDL 62 (60-71) 42 (36-52) <0,001 50 (41-68) 0,01

- cLDL/cHDL 1,72+ 0,58 2,45+ 0,95 0,02 2,19+1,01 NS
Triglicéridos (mg/dI) 60 (50-91) 110 (75-142) 0,001 123 (89-197) <0,001
Transaminasas (UI/I)

-GPT 14 (9-22) 23 (18-34) 0,008 21 (16-47) 0,011

-GOT 21 (16-26) 22 (19-33) NS 26 (16-30) NS
Creatinina (mg/dl) 0,82+0,11 0,79+0,15 NS 0,83+0,13 NS
sTweak (pg/ml) 468 (410-512) 351 (318-401) 0,001 325 (299-386) <0,001
sCD163 (ng/ml) 448 (362-526) 1085 (828-1480)  <0,001 792 (562-1025)  <0,001
SCD163/sTWEAK 0,94 (0,78-1,29)  2,88(2,37-3,85) <0,001 2,44 (1,42-3,2) <0,001
sVCAM-1 (ng/ml) 415 (307-601) 617 (424-832) 0,011 393 (318-519) NS
ADMA (ng/ml) 79,5 (43-112) 210 (158-290)  <0,001 194 (166-256)  <0,001
PCRus (mg/l) 0,4(0,21-1,33) 2,41 (1,62-543) <0,001 1,16 (0,59-158) 0,025

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimétricas. n/total en variables cualitativas.
Valor de significacion estadistica p calculado por t de Student para muestras independientes en comparaciones de
variables normales y U de Mann-Whitney en variables que no cumplian distribuciéon de normalidad. NS= No
significativo. a) Significacion estadistica de la diferencias entre variables en controles vs VIH basal. b) Significacion
estadistica de la diferencias entre variables en controles vs VIH 48 semanas.



Figura 3: Niveles de sSTWEAK (A), sCD163 (B) y ratio sCD163/sTWEAK (C) en controles
y VIH basalmente y a las 48 semanas de tratamiento. *p<0,05.
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De nuevo asumiendo que la coinfeccion VHC y/o la replicacion viral no
controlada podrian estar influyendo en los resultados de los marcadores emergentes al
ser estimulos que mantienen la activacién inmune realizamos el andlisis de los datos
excluyendo a los pacientes con coinfeccion por VHC o replicacion viral activa en la
semana 48 de tratamiento. En este analisis se mantuvieron las diferencias entre VIH y

controles observadas en el andlisis global salvo en el caso de la PCRus. Aunque a nivel



basal la PCRus estuvo significativamente elevada en los pacientes VIH VHC-/CV-
respecto a controles, tras 48 semanas de tratamiento los niveles de PCRus no fueron

significativamente mayores que los presentes en los sujetos no VIH (tabla 10).

Tabla 10: Factores riesgo vascular y marcadores inflamatorios/endoteliales en controles
sanos vs pacientes VIH basal y a las 48 semanas excluyendo coinfeccion VHC y carga
viral positiva a las 48 semanas (VIH = 21; Controles = 23)

a

Controles VIH basal p VIH 48 sem p

Edad (afios) 32,1+8 36 £10,6 0,055 - -
Varones 12/23 16/21 0,09 - -
Tabaquismo 7/23 9/21 NS - -
Glucemia (mg/dl) 83+6/4 90,4 +£10,5 0,01 91,6 +£8,9 0,001
Colesterol (mg/dl)

- Total 185,7 £ 29,5 164,4 + 40 0,057 196,7+ 46 NS

-cLDL 115,6 £ 31,7 100 £ 35 ONS 110,8 £ 34,9 NS

- cHDL 62 (60-71) 39 (36-48) <0,001 50 (39-60) 0,001

- cLDL/cHDL 1,79+0,5 2,51+0,99 0,017 2,3+0,98 0,07
Triglicéridos (mg/dl) 60 (50-91) 99 (63-135) 0,004 126 (96-223) <0,001
Transaminasas (UI/1)

-GPT 14 (9-22) 21 (14-35) 0,023 20 (14-44) 0,047

-GOT 21 (16-26) 21 (19-30) NS 21 (16-28) NS
Creatinina (mg/dl) 0,82+0,11 0,79+0,15 NS 0,85+0,14 NS
sTweak (pg/ml) 468 (410-512) 354 (329-447) 0,01 328 (301-401) 0,001
sCD163 (ng/ml) 448 (362-526) 1079 (865-1416) <0,001 776 (501-951) 0,001
SCD163/sTWEAK 0,94 (0,78-1,29) 2,87 (2,47-3,36) <0,001  2,15(1,3-2,71) <0,001

sVCAM-1 (ng/ml)
ADMA (ng/ml)
PCRus (mg/l)

415 (307-601)
79,5 (43-112)
0,4 (0,21-1,33)

556 (397-832) 0,035
209 (157-314)  <0,001
2,18 (1,23-3,65)  <0,001

393 (311-519) 1
195 (150-260)  <0,001
0,99 (0,48-1,53) NS

Media (+ DE) en variables simétricas. Mediana (IQR) en variables asimétricas. n/total en variables cualitativas.
Valor de significacion estadistica p calculado por t de Student para muestras independientes en comparaciones de
variables normales y U de Mann-Whitney en variables que no cumplian distribuciéon de normalidad. NS= No
significativo.  a) Significacion estadistica de la diferencias entre variables en controles vs VIH basal. b)
Significacion estadistica de la diferencias entre variables en controles vs VIH 48 semanas.



6.- DISCUSION

En nuestro estudio investigamos el impacto del tratamiento antirretroviral (TAR)
sobre las concentraciones séricas de dos nuevos biomarcadores asociados con
enfermedad cardiovascular arteriosclerdtica, sCD163 (activaciéon de monocitos-
macrofagos), STWEAK (citocina multifuncional relacionada con inflamacion y
activacion inmune a través de su interaccion con CD163), y su ratio SCD163/sTWEAK,
en pacientes VIH previamente no expuestos a farmacos antirretrovirales. Paralelamente
estudiamos la evolucion de biomarcadores de inflamacion, activacion y disfuncion
endotelial (PCRus, sVCAM-1 y ADMA) con el TAR y analizamos el comportamiento
de los distintos biomarcadores en sujetos VIH versus controles no infectados. A las 48
semanas de tratamiento observamos un descenso de los niveles de sCD163,
sCD163/sTWEAK, PCRus y sVCAM-1, reflejando una reduccion de la activacion
macrofégica, el estado inflamatorio y la activacion endotelial con el tratamiento
antirretroviral, aunque no encontramos diferencias en las concentraciones séricas de
STWEAK ni ADMA. Describimos por primera vez que los pacientes con infeccion
VIH, en comparacion con controles no infectados, presentan niveles reducidos de
STWEAK vy valores elevados del ratio sCD163/sTWEAK (ambas circunstancias

relacionadas con enfermedad cardiovascular en poblacién general®> 1872%%),

En nuestros pacientes con infeccion VIH previamente no expuestos a farmacos
antirretrovirales encontramos concentraciones séricas significativamente mas bajas de
STWEAK y maés elevadas de sCD163, ratio SCD163/sTWEAK, sVCAM-1, ADMA y
PCRus en comparacion con los controles no-VIH de similar rango de edad. Este perfil
desfavorable de biomarcadores de activacion inmune, disfuncion endotelial e
inflamacion, se acompaiio de un peor perfil metabolico con glucemia, triglicéridos y

cLDL/cHDL elevados y cHDL reducido con respecto a los controles.



Muiltiples estudios previos respaldan el hecho de que en pacientes con infeccion
VIH existen niveles elevados de diversos marcadores de inflamacién, activaciéon y
disfuncion endotelial como PCRus, IL-6, sSVCAM-1, sSICAM-1, P-selectina, E-selectina
0 ADMA™3174209 ' Ademas, estos biomarcadores se han relacionado con la presencia de
enfermedad vascular subclinica y/o el riesgo futuro de padecer un evento cardiovascular
en estos sujetos. En pacientes VIH, la PCRus predice el riesgo de enfermedad
cardiovascular y mortalidad por cualquier causa®****. Los niveles de sVCAM-1 se han
asociado con el grosor intima-media’® y ADMA con el score de calcio coronario®”,

ambos marcadores surrogados de arteriosclerosis.

Igualmente, en concordancia con nuestros resultados, varios estudios recientes
han descrito que los pacientes con infeccion VIH no tratados presentan niveles elevados
de sCD163 en comparacion con controles no infectados. En 38 varones jovenes con
infeccion VIH y replicacion viral activa Hearps et al. encontraron niveles elevados de
sCD163 en comparacion con controles no infectados del mismo rango de edad'”®. En la
misma linea, Burdo et al. comunicaron que en 30 pacientes con infeccion VIH crénica y
14 con infeccion temprana (< 1 afio desde primoinfeccion) no tratados, los niveles de
sCD163 eran significativamente mayores que en 29 individuos VIH seronegativos™.
También en mujeres con infeccién VIH se han comunicado concentraciones séricas de
sCD163 con respecto a controles no infectadas®™®. En contraste, un Gnico estudio previo
en el que se compararon 11 voluntarios no infectados y 38 pacientes infectados por el
VIH, no se encontraron diferencias en los niveles de sCD163, aunque 23 de los 38
pacientes VIH estaban recibiendo tratamiento antirretroviral®'. En nuestro
conocimiento nuestro trabajo supone la primera comunicacion hasta la fecha en relacion

a STWEAK en poblacion VIH.



El tratamiento antirretroviral redujo los niveles de sCD163, sCD163/sTWEAK
(éste ultimo tras exlcuir los pacientes con coinfeccion VHC y/o replicacion viral
persistente), PCRus y sVCAM-1 a las 48 semanas. No encontramos, sin embargo, un
cambio significativo en ADMA ni STWEAK. En contraposicion al efecto beneficioso
sobre la activacion inmune, inflamacion y activaciéon endotelial, a las 48 semanas de
tratamiento observamos un aumento de la glucemia y concentraciones de triglicéridos
aumentaron, lo cudl era previsible teniendo en cuenta la comentada asociacion de
algunos farmacos antirretrovirales con el desarrollo de resistencia a la insulina e

hipertrigliceridemia.

El descenso de marcadores inflamatorios y de activacion endotelial como
PCRus, IL-6, sVCAM-1 o sICAM-1 en sujetos VIH naive tras iniciar tratamiento
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antirretroviral ya se ha descrito en estudios previos
describieron un descenso de sSVCAM-1, sICAM-1, E-selectina y PCRus a los 2 y 14
meses de tratamiento antirretroviral en 115 pacientes VIH?'2, En un trabajo reciente en
el que se incluyeron 250 pacientes del estudio SMART, a los 12 meses de tratamiento
antirretroviral se observé un minimo descenso de los niveles de ADMA (mediana del
cambio -4 ng/ml) sin que se alcanzase significacion estadistica en uno de los brazos del
estudio (asignado a tratamiento antirretroviral inmediato) mientras que no se
modificaron los niveles de ADMA en el otro brazo del estudio (pacientes asignados a
tratamiento diferido en funcién de sus niveles de linfocitos CD4)**%. Estos hallazgos

distan mucho de ser concluyentes por lo que el posible impacto del TAR sobre las

concentraciones séricas de ADMA esta aun en entredicho.

En el caso del sCD163, Burdo et al. en un estudio de disefio similar al nuestro,

aunque con menor tiempo de seguimiento, que tras 3 meses de tratamiento



antirretroviral los niveles de SCD163 se reducian tanto en pacientes con infeccion VIH

crénica como en aquellos con infeccién temprana (< 1 afio desde primoinfeccion)*®.

Por tanto, en conjunto, estos resultados apoyan que el tratamiento antirretroviral
reduce los niveles de marcadores de activaciéon del sistema monocitico-macrofagico
(sCD163 y sCD163/sTWEAK), inflamacion (PCRus) y activacion endotelial (sSVCAM-
1). Sin embargo, no esta claro el posible efecto del TAR sobre las concentraciones de
ADMA y nuestros resultados apuntan a que no modificaria los niveles de STWEAK,
aunque no hay mas datos al respecto hasta el momento. El descenso de estos
biomarcadores, pone de manifiesto que a pesar de los posibles efectos metabolicos
deletéreos de los antirretrovirales (elevacion de glucemia y triglicéridos en nuestra
muestra), el TAR tiene un efecto neto favorable sobre el estado proinflamatorio y de
activacion inmune, ambos procesos que han mostrado ser de gran relevancia en la
arteriosclerosis de los pacientes con infeccion VIH. En este sentido, nuestros resultados,
refuerzan la hipétesis de que el tratamiento antirretroviral, probablemente mediante la
supresion de la replicacion viral permite controlar la activacion inmune y de vias
inflamatorias deletéreas para el arbol vascular. Por tanto, instaurar un TAR eficaz debe
ser uno de los pilares en la prevencion de la enfermedad cardiovascular arteriosclerotica
en pacientes con infeccion VIH, como ya se recoge en las recomendaciones de

tratamiento de pacientes con infeccién VIH'®.

A pesar del descenso observado en los pardmetros de activacion inmune,
endotelial e inflamacion con el tratamiento antirretroviral (excepto STWEAK y ADMA)
a las 48 semanas los niveles de sCD163, el ratio sCD163/sTWEAK y PCRus
persistieron significativamente por encima de los observados en los controles. No fue
asi en el caso de sSVCAM-1, que descendio hasta equipararse a los niveles de los sujetos

sanos. Los niveles de ADMA y sTWEAK, que no se modificaron con el TAR, se



mantuvieron elevados y descendidos respectivamente con respecto a los controles al
igual que a nivel basal. Estos resultados se mantuvieron tanto en el anlisis global como
tras excluir los pacientes con coinfeccion VHC y/o replicacion viral activa, es decir al
analizar Gnicamente los 21 pacientes sin coinfeccion VHC y con supresion completa de

la replicacion viral.

Nuestros resultados estan en la linea de estudios previos en los que se describe
que a pesar de recibir un tratamiento antirretroviral eficaz, los pacientes VIH contindan
presentando concentraciones elevadas de mediadores inflamatorios y endoteliales.
Quizas el mas significativo de estos trabajos fue el llevado a cabo en casi 800 pacientes
del estudio SMART en comparacién con mas de 8500 pacientes controles sin infeccion
VIH pertenecientes a dos cohortes de estudios del d&mbito cardiovascular (MESA y
CARDIA). En este estudio se observo que los pacientes VIH, en comparacion con los
no infectados, presentaron concentraciones méas elevadas de PCRus, IL-6, dimeros D y
cistatina C, que persistian incluso tras suprimir la replicacion viral con el TAR?®. En
relacion al sCD163 los datos son mas escasos pero hay algun trabajo que aporta
resultados concordantes con los nuestros. En el previamente citado estudio de Burdo et
al. los pacientes con infeccion VIH cronica presentaron un descenso de los niveles de
sCD163 a los 3 meses de TAR aunque persisiteron elevados al compararlos con los
controles no VIH. Por el contrario, en los pacientes con infeccion VIH temprana (< 1
afio desde primoinfeccion), los niveles de sCD163 a los 3 meses de tratamiento se
redujeron hasta equipararse con los de los controles. Estos datos sugieren que la
disfuncion y activacién macrofagica persistente de los pacientes VIH podria no ser un
resultado inmediato y que se requeriria al menos 1 afio de infeccion para alcanzar un
estado de activacion mantenida que ya no seria posible revertir completamente con el

TAR™_ En nuestro caso no encontramos diferencias en el comportamiento de sCD163



u otros biomarcadores segun el tiempo desde el diagnostico de la infeccion VIH mayor
0 menor de un afio. Sin embargo, a diferencia del estudio de Burdo et al. en el nuestro
no podemos hablar de infeccion temprana porque el momento en que se documentaba la
infeccion VIH no era necesariamente en la fase de primoinfeccion pudiendo también
haberse realizado el diagndstico en la fase cronica de la infeccion VIH con un tiempo
de latencia previo desconocido. Por tanto, en nuestro trabajo no pudimos testar

adecuadamente esta hipotesis.

En cualquier caso, nuestros resultados y los de estudios previos, apoyan la
hipGtesis de que los pacientes VIH presentan un estado de activacion inmune,
disfuncion endotelial e inflamacion de bajo grado que el tratamiento antirretroviral
puede revertir parcialmente, pero no solucionar por completo, manteniéndose un estado
de activacion inmune-endotelial-inflamacion que participaria en el desarrollo de
enfermedad cardiovascular en estos pacientes a pesar de un correcto tratamiento

antirretroviral.

En este sentido, son de gran relevancia los hallazgos relativos a la persistencia
de la activacion monocitica-macrofagica a pesar del TAR y en ausencia “factores
confundentes” (replicacion viral activa y/o coinfeccion VHC). En este escenario de
pacientes VIH estables bajo tratamiento antirretroviral y con replicacion viral
controlada (el objetivo deseable en la practica clinica), los niveles de sCD163 han
demostrado asociarse con la presencia de enfermedad vascular subclinica. En 102
hombres jovenes asintomaticos infectados por el VIH y con carga viral baja o
indetectable, sCD163 se asocié de forma independiente con el porcentaje de placas
coronarias no calcificadas tanto en el analisis global como en los 69 pacientes con ARN
viral indetectable'®®. Ademas, en un escenario similar los niveles de sCD163 se

correlacionaron con la inflamacién aortica medida por tromografia por emision de



positrones™™. En ambos caso, ni la presencia de placas coronarias ni la inflamacién
vascular se asociaron con otros biomarcadores de enfermedad cardiovascular, como la
PCRus o los dimeros D. Esto sugiere que la activacion de monocitos-macrofagos
podria jugar un papel central en la arteriosclerosis coronaria y aortica en pacientes VIH
bajo tratamiento antirretroviral eficaz, de forma independiente a otras vias como la
inflamacién. En aparente contraposicion a estos resultados, un trabajo publicado en este
mismo afio, con 60 pacientes infectados por el VIH en tratamiento y con replicacion
viral controlada, no encontr6 asociacion entre el grosor de la intima-media y la
presencia de placas carotideas con marcadores de la activacion de monocitos-
macréfagos como sCD163 y sCD14. Sin embargo, el grosor intima-media se
correlacion6 con las concentraciones de fibrindgeno y sTNFR-1 (receptor soluble del
factor de necrosis tumoral) y los sujetos con placas carotideas presentaron niveles mas
altos de sVCAM-1 y un mayor porcentaje de linfocitos CD8 + CD38 + HLA-DR +
(marcador de la activacion de linfocitos T CD8)** Estos resultados no son
necesariamente opuestos y podrian reflejar un papel diferente de las distintas respuestas
inmunes (monocitos-macrofagos vs linfocitos T CD8), la inflamacion o la activacion
endotelial en el desarrollo de lesiones arteriosclerdticas en sitios vasculares especificos.
Asi, en la enfermedad coronaria y adrtica podrian estar implicados mecanismos
distintos a los que subyacen en la enfermedad carotidea. Para aclarar esta situacion, son
necesarios estudios que evalGen biomarcadores que midan estos procesos (activacion
inmune innata y adquirida, inflamacién y funcion/activacion endotelial) y su hipotética
asociacion con la presencia de enfermedad arteriosclerdtica en distintos territorios

vasculares.

Son de especial interés también los hallazgos relacionados con la influencia de la

replicacion viral y/o la coinfeccion por VHC en los pardmetros de inflamacion y



activacion inmune. En el analisis global observamos una tendencia no significativa al
descenso del ratio SCD163/sTWEAK a las 48 semanas. Sin embargo, al excluir del
andlisis los pacientes con coinfeccion por VHC o replicacién viral persistente con
tratamiento, las diferencias entre el ratio basal y postratamiento se ampliaron y se
alcanzo la significacion estadistica. Esto nos hizo pensar que estos factores, cuando
estan presentes, podrian influir en el estado de activacion inmune de nuestros pacientes.
Al comparar aquellos pacientes con coinfeccion por VHC y/o replicacion viral
persistente (VHC+/CV+) frente a los que no estaban coinfectados y tenian la carga viral
indetectable con tratamiento (VHC-/CV-), los primeros presentaron niveles de sCD163
y ratio sSCD163/sTWEAK mas elevados a las 48 semanas. Las concentraciones de
sCD163 a las 48 semanas en el grupo de VHC+/CV+ précticamente doblaban a las del
grupo VHC-/CV- e incluso superaban las concentraciones basales de este grupo sin
coinfeccion VHC antes de iniciar TAR (ver tabla 6). Estos resultados podrian indicar
que el fallo del TAR en controlar la replicacion viral o la existencia de coinfeccion
VHC disminuirian el efecto beneficioso de éste en el control de la activacion
macrofagica lo cual podria tener consecuencias deletéreas favoreciendo el desarrollo de
enfermedad cardiovascular arteriosclerotica. En este sentido, estos resultados son
compatibles y complementarios con los obtenidos por Sosner et al. que recientemente
comunicaron que la coinfeccion VHC es un factor independientemente asociado a la
presencia de placas vasculares (carotideas o femorales) en pacientes VIH, con una
mayor prevalencia de las mismas en pacientes coinfectados respecto a VIH sin
coinfeccién VHC. Por tanto la presencia de coinfeccién VHC y/o la persistencia de
replicacion viral activa a pesar de tratamiento, podrian suponer factores que modulen al
alza la estratificacion del riesgo vascular de los pacientes VIH vy justificar una vigilancia

cardiovascular mas estrecha.



Por otro lado, el descenso de sCD163 a las 48 semanas estuvo modulado por la
clase de farmacos antirretrovirales usados, de forma que los pacientes que tomaron
inhibidores de la proteasa (IPs), presentaron un menor descenso de las concentraciones
de sCD163 en comparacion con aquellos cuya pauta de tratamiento no incluy6 un IP.
No hubo diferencias en otros marcadores ni al analizar por el uso de otras clases
farmacoldgicas. Este hallazgo, no descrito previamente, va en la linea de estudios
previos que relacionan los IPs con efectos deletéreos cardiovasculares®™ y sugiere que
el uso de inhibidores de la proteasa podria asociar un peor perfil de activacion
monocitica-macrofagica a pesar de su eficacia inmunoviroldgica. En este sentido,
nuestros resultados son apoyados por la reconocida asociacion entre la exposicién a IPs
y el desarrollo de enfermedad cardiovascular en pacientes VIH*"?® y apuntan en la
direccion de un menor control de la activacion del sistema monocitico-macrofagico
como uno de los posibles mecanismos subyacentes en esta relacién IPs-enfermedad

cardiovascular.

Por ultimo es interesante comentar que a nivel basal, tanto sSCD163 como el ratio
sCD163/sTWEAK se correlacionaron consistentemente con ADMA, sVCAM-1 y
ADMA, situacion que no se mantuvo a las 48 semanas. De forma similar, STWEAK se
correlaciond negativamente a nivel basal con la PCRus (no con el resto de
biomarcadores) y esta relacion no se mantuvo a las 48 semanas. Este hecho sugiere que
el TAR influye de distinta forma sobre la activacion de monocitos-macrofagos, la
activacion/disfuncion endotelial y la inflamacion, modificando la relacion existente
entre estos biomarcadores cuando estd presente. Por otro lado, mientras los niveles de
sCD163 se correlacionaron a nivel basal con el nadir de linfocitos CD4 (cifra mas baja
registrada en cualquier momento de la evolucion del paciente) y con el recuento de

CD4 y cociente CD4/CD8 a las 48 semanas, STWEAK no mostrd ninguna asociacion



con parametros inmunolégicos. Ninguno de ellos se asocid con la carga viral en valor
absoluto o transformada a logaritmo. Por el contrario STWEAK se correlaciond con
pardmetros metabdlicos, cHDL y glucosa a nivel basal y cHDL vy triglicéridos a las 48
semanas. En estudios previos se han obtenido resultados variables en cuanto a SCD163
y su asociacion con parametros inmunoviroldgicos comunicandose correlaciones con el
recuento de CD4, el ratio CD4/CD8 y la carga viral que no se mantuvieron en los

distintos trabaj08189,190,211.

Nuestro estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar hay que tener en
cuenta que el disefio y tamafio muestral no son adecuados para explorar correlaciones
entre los diferentes biomarcadores emergentes siendo el objetivo principal estudiar la
influencia del tratamiento antirretroviral sobre los mismos en pacientes VIH naive (no
tratados previamente) y explorar las diferencias entre controles y pacientes VIH.
Ademas, el escaso numero de pacientes con coinfeccion por VHC y/o replicacion viral
no controlada nos hace ser cautos a la hora de extrapolar nuestros resultados al global de
los pacientes VIH en cuanto a la posible influencia de estas dos circunstancias en la
activacion inmune. Otro escollo a tener en cuenta son las diferencias en las
caracteristicas basales entre el grupo control y el de pacientes VIH (menor edad, menos
tabaquismo y menos factores de riesgo vascular metabolicos), lo cual podria haber
influido en los resultados. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la magnitud de esta
diferencia fue pequefia y no alcanzo la significacion estadistica ni para la edad (32,1 + 8
vs 36 + 10,6; p=0,055) ni el tabaquismo (7/23 vs 9/21; p=0,29) en la comparacién
excluyendo los casos con coinfeccion VHC y/o replicacion viral activa. En este
escenario se mantuvieron los resultados del andlisis global e incluso se hicieron mas
patentes como en el caso del descenso del ratio SCD163/sTWEAK. En el caso de la

mayor prevalencia de hipertension arterial y dislipemia en el grupo VIH hay que



considerar que la propia infeccion VIH favorece el desarrollo de estas alteraciones por
lo que esta mayor prevalencia podemos considerarla inherente a la misma. Por ultimo,
dado el escaso tamafio muestral y la amplia variabilidad de regimenes de tratamiento
antirretroviral no pudimos estudiar diferencias en los biomarcadores en funcion del uso
farmacos antirretrovirales concretos y realizamos el andlisis por clases farmacoldgicas

Unicamente.

Algunas de estas limitaciones esperamos poder subsanarlas en una segunda fase
encuadrada en el Proyecto de Excelencia financiado por el Instituto de Salud Carlos il
“Inmunosenescencia y multifuncionalidad de linfocitos T. Estudio de las variables
predictivas de mortalidad, riesgo vascular y respuesta a vacunas en el anciano sano y
en pacientes infectados por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipol (VIH-1)
como modelo de inmunosenescencia prematura”. En esta segunda fase se prevee
evaluar de forma retrospectiva estos biomarcadores relacionados con enfermedad
vascular, junto con marcadores de inmunosenescencia (grupo de inmunovirologia Dr.
Leal), en una muestra de mayor tamafio de pacientes VIH bajo tratamiento
antirretroviral estable con el objetivo de estudiar mejor la relacion entre estos
biomarcadores, tipos de tratamiento, parametros metabolicos e inmunovirolégicos y

variables clinicas finales.

En resumen, nuestros resultados, en consonancia con comunicaciones previas,
apoyan la hipotesis de que el tratamiento antirretroviral es capaz de reducir el estado de
inflamacion, activacion endotelial y de monocitica-macrofagica implicado en el
desarrollo de arteriosclerosis en pacientes con infeccion VIH, aunque soélo
parcialmente, persistiendo un grado de activacion mantenida a pesar de un tratamiento
antirretroviral eficaz. Como novedad describimos por primera vez que los niveles de

STWEAK se encuentran reducidos en pacientes VIH respecto a controles sanos, y los



niveles de sCD163 y el ratio sCD163/sTWEAK elevados, tanto basalmente (sin
tratamiento antirretroviral) como a las 48 semanas de tratamiento. Su consistente
asociacion con enfermedad vascular en poblacion general, nos hace proponerlos como
posibles marcadores de riesgo vascular en pacientes con infeccion VIH. Son necesarios
estudios prospectivos en los que se evalle la asociacion de sSTWEAK, sCD163 y su
ratio STWEAK/sCD163 con la incidencia de enfemedad vascular en poblacién VIH con
el objetivo de poder aplicarlos en la prediccion del riesgo de padecer un evento vascular
en estos pacientes en los que las escalas de estratificacion de riesgo tradicionales
muestran un comportamiento subéptimo. Por Gltimo, nuestro estudio pone de manifiesto
que puede haber factores que modulen nuestra capacidad de controlar la activacion
inmune de los pacientes VIH con el TAR. Por un lado, la presencia de coinfeccion VHC
y/o el fallo en el control de la replicacion viral y por otro el uso de inhibidores de la
proteasa pueden atenuar el efecto beneficioso del TAR en la reduccion del estado de
activacion inmune persistente, lo cual podria tener consecuencias deletéreas sobre la

arteriosclerosis en estos pacientes.

7.- CONCLUSIONES

Como conclusiones de nuestro trabajo y en relacién a los objetivos propuestos

podemos decir que:

1.- El tratamiento antirretroviral redujo la activacion de los monocitos-
macrofagos (SCD163, sCD163/sTWEAK), el estado de inflamacion (PCRus) y la
activacion endotelial (SVCAM-1) en una cohorte de pacientes VIH previamente no
tratados. A pesar de ello, los pacientes VIH bajo tratamiento antirretroviral eficaz,
mantuvieron un estado de inflamacidn y activacion inmune persistentes al compararlos

con controles sin infeccion VIH.



2.- Describimos por primera vez que las concentraciones séricas de STWEAK y
los valores del ratio sCD163/sTWEAK, dos nuevos marcadores asociados
consistentemente con enfmermedad cardiovascular en poblacion general, se encuentran
reducidas y elevados respectivamente en pacientes VIH respecto a controles no
infectados, tanto basalmente (sin tratamiento) como a las 48 semanas de tratamiento

antirretroviral.

3.- En pacientes con infeccion VIH la presencia de coinfeccién VHC y/o fallo en
el control de la replicacion viral a pesar de recibir tratamiento antirretroviral podrian
condicionar una mayor activacion de los monocitos-macréfagos en relacion a pacientes
que no presentan coinfeccion VHC vy tienen la replicacion viral suprimida con el

tratamiento.
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