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TAR Tratamiento antirretroviral

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

VIH Virus de inmunodeficiencia humana
Resumen:

Introduccion:

La propagacion del VIH sigue siendo un desafio global. Aunque la terapia
antirretroviral ha mejorado la calidad de vida, no existe ain una cura para esta
infeccibn que continla cobrando vidas alrededor del mundo. El tratamiento
antirretroviral (TAR) (también conocido como TARC o TARGA) es efectivo para
prevenir la mortalidad por SIDA, pero requiere tomar medicamentos diariamente y
de por vida ya que el VIH persiste debido a los reservorios virales latentes. El uso a
largo plazo de antirretrovirales puede llevar a que se desarrolle la resistencia a los
medicamentos, lo cual es un desafio para el manejo de esta infeccion. Los
inhibidores de la integrasa (INI) son una de las familias de medicamentos mas
recientes, de los cuales se ha postulado que reducen los reservorios virales y la
activacion inmune. Por lo anterior, se plantea el uso de INI por sus beneficios en el
control de la carga viral, en la recuperaciéon de los linfocitos T CD4*, asi como en
otros parametros inmunoldgicos. Los INI de segunda generacién, como dolutegravir
(DTG) y bictegravir (BIC) tienen alta barrera genética, disminuyendo la incidencia
de la resistencia farmacologica. Por lo anterior, el TAR que incluya INI podria
beneficiar parametros inmunoldgicos importantes, por lo cual, es importante
establecer su impacto y efecto en la poblacién colombiana, lo que podria ayudar a
mejorar la expectativa y calidad de vida de los pacientes infectados.

Metodologia:
Con la finalidad de evaluar el efecto de los inhibidores de integrasa en la poblacion

colombiana, y basandonos en estudios previos, se planted un analisis observacional
trasversal para el cual se realiz6 una comparacion de diferencias de medias entre 2
grupos independientes, con una muestra de 36 pacientes en cada grupo. El grupo
1 son pacientes que iniciaron TAR con un esquema basado en INI como tercer
medicamento, y el grupo 2, pacientes que iniciaron con inhibidores de la proteasa
(IP) o inhibidores de la transcriptasa reversa no analogos de nucle6tidos (ITRNN)
como tercer farmaco, de esquemas que utilizan como columna vertebral dos
inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de nucleétidos (ITRAN); el grupo 2
se considerd grupo control para las comparaciones. De cada paciente se colectd
sangre venosa a partir de las cual se evalué el efecto de los INI en la reconstitucion
inmune por medio del recuento y la relacion CD4/CD8; el fenotipo de activacion y
diferenciacion de los linfocitos T circulantes a través de la citometria de flujo. Para
determinar el efecto en el nivel de replicacion viral residual y en la magnitud de los
reservorios virales circulantes se realiz6 una PCR digital a partir de plasma y una
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PCR multiplex en tiempo real a partir de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) respectivamente; el efecto en los marcadores solubles de inflamacion
sistémica cronica como sCD14, proteina C reactiva y dimero D, asi como en los
marcadores de enfermedad cardiovascular como lipoproteinas de alta y baja
densidad, triglicéridos y colesterol total se evaluaron en un laboratorio externo, a
excepcion del sCD14 que este se determind por medio de un kit de ELISA comercial.

Resultados:

Los pacientes que recibieron INI presentaron un mayor numero de linfocitos T CD8*
(503,4 vs 678,4; p=0,0074), y un menor porcentaje de linfocitos T CD4* (48,30 vs
34,55; p=0,0172); en consecuencia, una relacion CD4/CD8 mas baja en
comparacion con el grupo control (1,11 vs 0,56; p=0,0074). Al analizar el tiempo de
tratamiento entre el grupo control y el grupo con INI se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, siendo 29,75 meses mas corto en el grupo con INI
(51,10 vs 23,75; p<0,0001). Al examinar el estadio clinico y la carga viral al momento
de iniciar el tratamiento, encontramos que en el grupo con INI habia un porcentaje
mayor de pacientes en estadio 3 (36,1 vs 22,9; p= 0,04), comparado con el grupo
control. Al evaluar el impacto del uso de los inhibidores de integrasa en la carga viral
residual y los niveles de reservorios virales circulantes del VIH, se encontré una
carga viral residual de cero, en 4 pacientes del grupo control y en 6 pacientes del
grupo de con INI, sin observarse diferencias significativas entre los pacientes con
niveles detectables en ambos grupos. En relacion con los marcadores de
inflamacion sistémica cronica, no se encontraron diferencias en los niveles de
sCD14, proteina C reactiva y dimero D entre los pacientes con INI y el grupo control.
Sin embargo, al analizar los marcadores de enfermedad cardiovascular, se
observaron concentraciones mas bajas de HDL en los pacientes del grupo tratado
con INI en comparacion con los pacientes del grupo control.

Conclusion:

En este estudio se investigo el impacto de los INI en pacientes con VIH que recibian
tratamiento antirretroviral. Se encontr6 que los pacientes que tomaban INI tenian
mas linfocitos T CD8* y menos linfocitos T CD4* en comparacion con el grupo
control. También se observaron niveles mas bajos de HDL en el grupo de INI, lo que
podria ser poco favorable para el riesgo cardiovascular. No se encontraron
diferencias significativas en la carga viral residual y los niveles de reservorios virales
entre los grupos. No obstante, a pesar de que los pacientes con INI tenian un tiempo
en tratamiento significativamente menor y estaban en un estadio clinico mas
avanzado comparado con el grupo control, la reconstitucion inmunolégica fue
similar, e incluso el porcentaje de recuperaciéon de LT CD4* fue mayor.

Si bien estos hallazgos son relevantes, se necesita investigacion adicional para
comprender completamente los efectos de los INI en pacientes con VIH en
Colombia.
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Abstract:

Introduction:

The spread of HIV remains a global challenge. Although antiretroviral therapy has
improved the quality of life, there is still no cure for this infection, which continues to
claim lives around the world. Antiretroviral therapy (ART) (also known as HAART or
CART) is effective in preventing AIDS-related mortality but requires taking
medications daily and for life because HIV persists due to latent viral reservoirs.
Long-term use of antiretrovirals can lead to the development of drug resistance,
which is a challenge in managing this infection. Integrase inhibitors (INI) are one of
the most recent drug families, which have been suggested to reduce viral reservoirs
and immune activation. Therefore, the use of INI is proposed for its benefits in
controlling viral load, recovering CD4* T lymphocytes, and other immunological
parameters. Second-generation INIs, such as dolutegravir (DTG) and bictegravir
(BIC), have a high genetic barrier, reducing the incidence of pharmacological
resistance. Therefore, ART that includes INI could benefit important immunological
parameters, making it important to establish its impact and effect on the Colombian
population, which could help improve the life expectancy and quality of life of infected
patients.

Methodology:

In order to assess the effect of integrase inhibitors in the Colombian population,
and based on previous studies, a cross-sectional observational analysis was
conducted. This analysis involved a comparison of mean differences between two
independent groups, each consisting of 36 patients. Group 1 consisted of patients
who initiated antiretroviral therapy (ART) with an INI-based regimen as their third
medication, while Group 2 included patients who initiated therapy with protease
inhibitors (PI) or non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) as their
third drug, in regimens that used two nucleoside/nucleotide reverse transcriptase
inhibitors (NRTI) as the backbone. Group 2 served as the control group for
comparisons.

Venous blood samples were collected from each patient, and the effect of INIs on
immune reconstitution was assessed by measuring CD4/CD8 counts, as well as
the activation and differentiation phenotype of circulating T lymphocytes through
flow cytometry. To determine the impact on residual viral replication levels and the
magnitude of circulating viral reservoirs, digital PCR was performed on plasma,
and real-time multiplex PCR was conducted on peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). The effects on soluble markers of chronic systemic inflammation, such
as sCD14, C-reactive protein, and D-dimer, as well as markers of cardiovascular
disease, including high-density lipoproteins, low-density lipoproteins, triglycerides,
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and total cholesterol, were evaluated at an external laboratory, except for sCD14,
which was determined using a commercial ELISA Kkit.

Results:

Patients who received INIs showed a higher number of CD8* T lymphocytes (503.4
vs 678.4; p=0.0074) and a lower percentage of CD4* T lymphocytes (48.30 vs
34.55; p=0.0172); consequently, they had a lower CD4/CD8 ratio compared to the
control group (1.11 vs 0.56; p=0.0074). When analyzing the treatment duration
between the control group and the INI group, statistically significant differences
were found, with the INI group having a 29.75-month shorter treatment duration
(51.10 vs 23.75; p<0.0001). When examining the clinical stage and viral load at the
start of treatment, it was found that the INI group had a higher percentage of
patients in stage 3 (36.1 vs 22.9; p=0.04) compared to the control group.

When evaluating the impact of integrase inhibitor use on residual viral load and
levels of circulating HIV viral reservoirs, a viral load of zero was found in 4 patients
in the control group and 6 patients in the INI group, with no significant differences
observed between patients with detectable levels in both groups. Regarding
markers of chronic systemic inflammation, no differences were found in the levels
of sCD14, C-reactive protein, and D-dimer between the INI patients and the control
group. However, when analyzing markers of cardiovascular disease, lower
concentrations of HDL were observed in patients in the INI-treated group
compared to patients in the control group.

Conclusion:

Patients who received INIs showed a higher number of CD8* T lymphocytes (503.4
vs 678.4; p=0.0074) and a lower percentage of CD4* T lymphocytes (48.30 vs 34.55;
p=0.0172); consequently, they had a lower CD4/CD8 ratio compared to the control
group (1.11 vs 0.56; p=0.0074). When analyzing the treatment duration between the
control group and the INI group, statistically significant differences were found, with
the INI group having a 29.75-month shorter treatment duration (51.10 vs 23.75;
p<0.0001). When examining the clinical stage and viral load at the start of treatment,
it was found that the INI group had a higher percentage of patients in stage 3 (36.1
vs 22.9; p=0.04) compared to the control group.

When evaluating the impact of integrase inhibitor use on residual viral load and
levels of circulating HIV viral reservoirs, a viral load of zero was found in 4 patients
in the control group and 6 patients in the INI group, with no significant differences
observed between patients with detectable levels in both groups. Regarding markers
of chronic systemic inflammation, no differences were found in the levels of sCD14,
C-reactive protein, and D-dimer between the INI patients and the control group.
However, when analyzing markers of cardiovascular disease, lower concentrations
of HDL were observed in patients in the INI-treated group compared to patients in
the control group.

Keywords: HIV, Antiretroviral therapy, Integrase inhibitors, Immune reconstitution,
Viral load.
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Introduccion

La propagacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es uno de los
principales desafios para la salud publica global. Desde el inicio de la pandemia,
mas de 40,1 millones de personas han perdido la vida a causa del virus (1).
Afortunadamente, los avances en la terapia antirretroviral han mejorado la calidad y
expectativa de vida de las personas que viven con el VIH. No obstante, aunque las
medidas de prevenciéon han ayudado a reducir significativamente las tasas de
infeccion en todo el mundo, la enfermedad aun no tiene una cura efectiva. Ademas,
el numero de personas infectadas continla en aumento y se estima que a nivel
mundial en 2021 habia 38,4 millones de personas viviendo con VIH; para el caso de
Colombia con fecha de corte de enero 31 del 2022 el estimado total de pacientes
infectados fue de 141.787.

En los afios ochenta, cuando se reportaron los primeros casos del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), cuyo agente etiolégico es el VIH, nadie podria
haber imaginado el impacto que tendria esta enfermedad en la investigacion de
enfermedades infecciosas y en el desarrollo de farmacos. En las siguientes dos
décadas, el descubrimiento de algunas moléculas cambié la historia del VIH/SIDA
y abrié el camino para desarrollar agentes antivirales para el control de otras
enfermedades infecciosas, como la hepatitis B, la hepatitis C e incluso los
coronavirus (2). El descubrimiento de estos nuevos farmacos llevo a la reinvencion,
el desarrollo y la revolucion de conceptos como la resistencia a los medicamentos
y la terapia combinada, especialmente para el VIH y la hepatitis C (2). Muchas de
estas moléculas tienen como blanco terapéutico enzimas virales como la
transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa, que son esenciales para la
replicacion del virus. El enfoque inicial fue la monoterapia, pero rapidamente, y por
la aparicibn de variantes resistentes a los medicamentos, el tratamiento
antirretroviral (TAR) (también conocido como TARC o TARGA), se convirtié en el
estandar de atencion. El TAR consiste en combinar multiples agentes antivirales
para reducir la carga viral y prevenir la aparicion de resistencia, y ha demostrado
ser altamente efectiva para prevenir mortalidad asociada a SIDA (2,3).

En las ultimas décadas, el TAR ha avanzado significativamente. Los regimenes
complejos y toxicos con multiples dosis diarias y supresion viral incompleta han sido
reemplazados por regimenes orales diarios mas simples y altamente efectivos.
Estos avances, no solo han mejorado la accesibilidad y tolerabilidad del tratamiento
a esta infeccion, sino que también han permitido el establecimiento de regimenes
gue buscan la prevencién, particularmente en grupos de riesgo. Sin embargo, a
pesar de estos logros, todavia es necesario que las personas que viven con VIH
tomen estos medicamentos diariamente y de por vida para poder mantener un
control de la replicacién viral, lo que se ha asociado con importantes efectos
adversos (4).

Dos importantes beneficios del TAR han sido la disminucion de la cantidad y
severidad de enfermedades relacionadas con la inmunosupresion asociada al VIH,
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asi como la reduccién significativa de la transmisién de este virus (5-10). La
supresion sostenida del virus previene la seleccion de mutaciones de resistencia a
los medicamentos, promueve que se mantenga o aumente el numero de linfocitos
T (LT) CD4*, y brinda beneficios clinicos importantes que son objetivos
fundamentales del tratamiento (11,12). Ademas, la supresion del VIH con el TAR
también puede reducir la inflamacion y la activacion del sistema inmunoldgico,
disminuyendo asi el riesgo de enfermedades cardiovasculares y otras patologias en
personas infectadas en comparacion con individuos que no reciben terapia (13,14).
A pesar de estos beneficios, la erradicacion del VIH no es posible con los
antirretrovirales (ARV) existentes. Interrumpir el tratamiento puede llevar a un rebote
del virus, a un empeoramiento de la funcion inmunolégica y a un mayor riesgo de
enfermedades y muerte (15). La incapacidad de erradicar el virus se debe en gran
medida a la produccién continua de proteinas o particulas virales por parte de las
células que actuan como reservorios virales (16); estos productos activan linfocitos
y macrofagos perpetuando la activacion inmunitaria. Por ejemplo, la glicoproteina
120 de la envoltura del VIH (gp120) induce la liberacion de IL-1 B por parte de los
macréfagos, mediante la union al receptor de quimiocinas CCR5 (17). Las proteinas
estructurales del VIH-1 pl7, p24 y gp4l, actGan como patrones moleculares
asociados a patdégenos virales (PAMP) a través de TLR2 y sus heterodimeros, lo
que conduce a una activacion inmunitaria a través de la via de senalizacion de NFkB
(18). Del mismo modo, el ARN de cadena sencilla del VIH-1 interactia con los
receptores de reconocimiento de patrones TLR-7 y TLR-9 en las células dendriticas
plasmocitoides e induce la produccién de IFN-a, contribuyendo a la activacién
inmune crénica (19). Por lo tanto, la persistencia del VIH-1 en los individuos genera
un mayor riesgo de desarrollar comorbilidades conocidas como condiciones no
relacionadas al SIDA (20,21). De hecho, varios estudios han mostrado que las
personas que viven con el VIH tienen un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular en comparacion con las personas sin infeccion (22,23), esto
asociado a la inflamacion cronica residual. Es asi como, diversos biomarcadores de
activacion de monocitos (CD14 soluble), alteracion de la coagulacion (dimero D),
aumento de la permeabilidad intestinal y translocacién microbiana (como el
lipopolisacérido circulante o la proteina de unién a acidos grasos intestinales), y el
metabolismo del colesterol (lipoproteinas circulantes) se encuentran alterados en
personas que viven con VIH, y no se normalizan completamente a pesar del TAR
(24). Muchos de estos biomarcadores estan asociados con la aterogénesis, un
proceso inflamatorio que conduce a la enfermedad cardiovascular aterosclerotica
(por ejemplo, infarto de miocardio) (25). Ademas, el agotamiento de los LT CD4*
entre las personas con VIH se asocia con tasas mas altas y riesgo de infarto agudo
de miocardio, insuficiencia cardiaca, enfermedad arterial periférica y accidente
cerebrovascular isquémico (26). La inmunidad adaptativa debilitada favorece el
desarrollo de infecciones oportunistas, que a Su vez generan una respuesta
inflamatoria que podria promover el desarrollo de la enfermedad cardiovascular
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(26). Por otro lado, algunos estudios también sugieren que el propio VIH puede
causar cardiomiopatia a través de la infeccion directa de los miocitos cardiacos (27).

A pesar de estos riesgos y gracias al TAR, hoy en dia se considera que la infeccion
por VIH es una enfermedad crénica controlable. No obstante, el uso a largo plazo
de los antirretrovirales conlleva efectos secundarios, entre ellos el desarrollo de
resistencia a los medicamentos, lo que representa un gran desafio para el manejo
de estos pacientes a largo plazo (28) . La resistencia se debe a mdltiples factores;
entre ellos, la alta tasa de replicacion y mutacion, lo que permite la rapida aparicion
de nuevas variantes del virus, la falta de adherencia a la terapia y al control
incompleto de la carga viral (29), entre otros. De hecho, estas variantes pueden
transmitirse y algunos estudios sugieren que alrededor del 10% de los pacientes
gue nunca han recibido TAR son portadores de al menos una variante resistente del
VIH (30,31). Ademas, la resistencia simultdnea a dos o mas farmacos,
habitualmente de la misma familia, se ha convertido en un fenémeno relativamente
frecuente. Por lo tanto, la multi-resistencia farmacolégica del VIH es un tema
preocupante (30,32).

Desde su introduccion en 1.987, la terapia antirretroviral ha evolucionado
constantemente (33). Actualmente, se han aprobado mas de treinta medicamentos
anti-VIH en todo el mundo, clasificados en seis categorias terapéuticas segun su
mecanismo de accion: (i) inhibidores de la transcriptasa reversa (RT) analogos de
nucledsidos/nucledtidos, que actdan inhibiendo competitivamente a la RT del VIH
compitiendo con los nucleésidos, incorporandose a la cadena del ADN viral e
interrumpiendo su elongacion; (ii) inhibidores de RT no analogos de nucledsidos,
que inhiben la RT al unirse en una posicion distante de los sitios activos de la RT,
interfiriendo con su actividad de ADN polimerasa; (iii) los inhibidores de la proteasa,
cuyo efecto consiste en inhibir competitivamente a la proteasa viral, evitando la
maduracion y formacion de los viriones infecciosos; (iv) inhibidores de integrasa
(INI), los cuales bloquean el proceso de integracion del ADN viral al genoma de la
célula hospedera mediante la union al sitio catalitico de la integrasa viral; (v)
inhibidores de la entrada, los cuales pueden inhibir selectivamente la union de la
envoltura viral con el correceptor CCR5 de la superficie de la célula hospedero o
evitar la entrada del virus alterando la dinAmica de interaccion entre la proteina de
envoltura gp41 del VIH y la membrana de la célula hospedera; y por ultimo, (vi) los
inhibidores de cépside, estos se unen directamente a la capside del VIH en un
bolsillo entre las subunidades de la proteina de la cépside e interfieren con la
importacion nuclear del ADN proviral y reducen la produccion de subunidades de la
proteina de la capside. (33—-39).

Con varias limitaciones y efectos secundarios, el primer medicamento desarrollado
y aprobado para uso clinico fue la zidovudina (AZT), perteneciente a la familia de
los inhibidores de la RT analogos de nucleodsidos (40). El siguiente avance se
produjo en 1.996 con el primer inhibidor de proteasa, el saquinavir, seguido por los
inhibidores de RT no nucledsidos. Ese mismo afio, se establecio el uso del TAR, lo



Efecto del uso de inhibidores de integrasa en el control viral y la reconstitucidon inmunoldgica... 14

que aumentd significativamente la expectativa y calidad de vida de los pacientes
(41). En 2.001 se aprobé el primer inhibidor de la RT nucleétido, el tenofovir, y en
2.003, el primer inhibidor de fusion, la enfuvirtida. En 2.007, estuvieron disponibles
también el primer INI, el raltegravir, y el primer inhibidor de CCR5, el maraviroc (41).

Los INI son una de las familias de medicamentos antirretrovirales aprobados mas
recientemente para tratar el VIH (33). Fueron introducidos en 2.007, lo que marcé
un hito importante en el tratamiento del VIH, ya que son medicamentos potentes y
bien tolerados. Actualmente se encuentran aprobadas 5 formulaciones de INI que
incluyen el raltegravir (RAL), elvitegravir (EVG; aprobado en 2.012), dolutegravir
(DTG; aprobado en 2.013), bictegravir (BIC; aprobado en 2.018) y cabotegravir
(CAB; aprobado en 2.020) (33,42,43). Algunos estudios han sugerido que la
administracion de INI podria reducir parcialmente los reservorios, disminuir la
cantidad de LT CD4* de memoria infectados y disminuir significativamente los
niveles de activacion inmune, como por ejemplo la frecuencia de LT CD8* CD38*
(44-46).

Al incrementarse el acceso y la disponibilidad del TAR y la disponibilidad de mas
informacion sobre los efectos diferenciales de los diversos medicamentos en la
activacion inmune y el proceso inflamatorio caracteristico de esta infeccion, surgen
interrogantes y dudas sobre cuales son los medicamentos de primera linea (para
iniciar el tratamiento por primera vez) ideales y los posibles beneficios de cambiar
de régimen en determinadas circunstancias. En la actualidad, se han evaluado los
beneficios de iniciar/cambiar a regimenes que incluyen INI y se han obtenido
resultados prometedores. Por ejemplo, al cambiar de un régimen basado en
inhibidores de proteasa a uno basado en RAL, se observo una reduccion en los
niveles de marcadores inflamatorios, mejoria en los parametros neuropsicoldgicos
y, de activacion inmune, particularmente en la disminucién de la expresion de HLA-
DR y CD86, asi como la de los receptores de quimiocinas CCR2 y CX3CR1 (47—
49). Los resultados antes mencionados podrian sugerir que los INI tienen efectos
beneficiosos sobre la activacion inmune cronica y la inflamacion. De ahi la
importancia de realizar mas estudios que evalien su efecto en pardmetros
inmunologicos y en desenlaces clinicos que promuevan su inclusion en los
diferentes regimenes del TAR de primera linea.

Antecedentes:

Inmunodeficiencia inducida por la infeccién por el VIH

La infeccion por el VIH-1 se caracteriza principalmente por una destruccion de LT
CD4*, su principal célula blanco, que sumado a la hiperactivacion inmune que se
establece desde la fase aguda conduce a la inmunosupresion generalizada (50). No
obstante, el VIH causa alteraciones funcionales en otras subpoblaciones celulares
y 6rganos linfoides (51,52). La entrada del VIH sigue una secuencia de eventos que
comienza con la unidon del virion a la superficie celular, facilitada por las
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interacciones no covalentes entre las proteinas de la envoltura y factores de union
celular (53-55). La unidn inicial con la molécula CD4, la cual esta presente en la
superficie de los LT ayudadores, en monocitos-macrofagos y en células dendriticas,
induce la exposicion del sitio de union al correceptor. Alli se produce la unién de la
proteina gp41l al correceptor CCR5 o CXCR4 (56), lo que favorece la fusion de la
envoltura viral con la membrana celular, facilitando la entrada de la capside del virus
al citoplasma de la célula. Una vez dentro de la célula, la RT asociada al viridn,
dirige la sintesis de una copia lineal de ADN bicatenario del genoma viral en un
proceso conocido como retrotranscripcion. Este proceso se produce dentro de un
complejo de pre-integracion viral compuesto por las proteinas pl7, Vpr e integrasa
gue se transporta activamente al nucleo celular (57-60). Una vez en el ndcleo
celular, el ADN viral se integra al genoma celular por accion de la enzima integrasa.
Para llevar a cabo la integracion, esta enzima separa los nucledtidos de cada
extremo 3' del ADN bicatenario, creando dos extremos cohesivos facilitando su
integracion en el genoma del hospedero. Los monocitos / macrofagos, las células
dendriticas y microgliales y los LT CD4* inactivos infectados, de forma latente,
contienen provirus integrado y son importantes reservorios celulares de larga
duracion (61). Los genes virales se replican junto con el ADN cromosémico del
hospedero y pueden persistir durante toda la vida de la célula. Una falla o bloqueo
de la actividad de la enzima integrasa del VIH puede dar como resultado la no
formacion del provirus y por lo tanto no se producira el virus infeccioso, ni se
constituirdn nuevos reservorios virales (62,63). Tras la activacion celular, se produce
la transcripcion del ADN proviral en un ARN mensajero (64), que migra al
citoplasma, donde se sintetizan las proteinas estructurales de los nuevos viriones;
en este punto, se da la formacion de la particula viral inmadura, la cual se debe
desplazar hacia la superficie celular, para ser exteriorizada a través de un proceso
de gemacion en el cual la particula viral inmadura toma parte de la membrana
celular para formar su envoltura. En este proceso, la envoltura incorpora proteinas
de la célula hospedera y se enriquece con fosfolipidos y colesterol. Luego, en el
espacio extracelular los precursores polipeptidicos son procesados por la proteasa
viral para producir particulas virales maduras (65—-67).

La infeccion cronica del VIH provoca una disfuncion gradual del sistema
inmunolégico, lo que se traduce en una disminucién de la actividad antiviral efectora,
incluyendo la disminucién de la secrecion de citoquinas necesarias para limitar la
replicacion del virus. Ademas, se produce una disminucion de la actividad celular
debido al aumento de la expresion de receptores inhibidores en la superficie de los
LT (68,69). Mientras que en la mayoria de las infecciones agudas la activacion del
sistema inmunoldgico juega un papel beneficioso al controlar y eliminar los
patdgenos invasores, resolviendo asi los procesos infecciosos, en las infecciones
cronicas el papel de la activacion inmune se vuelve mucho mas complejo (70).
Dentro del marco de la infeccion por VIH, la activacion inmune crdnica es una
caracteristica distintiva, que incluso constituye uno de los indicadores mas soélidos
de la evolucion de la enfermedad (13). La activaciéon inmune crénica en personas
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con VIH persiste, aunque se mantengan niveles indetectables de carga viral
mediante el TAR. Esto contribuye al desarrollo de enfermedades concomitantes,
como la aterosclerosis, que se asocia con la inflamacién, alteraciones en la
coagulacion y un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. Estudios han
demostrado una correlacion positiva entre los niveles de interleuquina-6 (IL-6) y el
dimero D con la enfermedad cardiovascular mortal en personas con VIH (14). La
activacion inmune crénica en personas con VIH durante el TAR puede tener
multiples causas, como la replicacion viral persistente de bajo nivel, el dafio a los
enterocitos que causa la translocacion microbiana, la presencia de coinfecciones, la
translocacion de mediadores proinflamatorios a través de la mucosa intestinal e
incluso el propio TAR, entre otros factores (71-73). Esta activacion inmune se
evidencia de diferentes formas, como la activacion policlonal de los linfocitos B, el
incremento en la renovacion y la frecuencia de los LT activados, y el aumento de
los niveles de citoquinas proinflamatorias en el suero sanguineo (74,75). La
generacion de las principales células diana del virus, es decir, los LT activados, es
el aspecto mas relevante de la activacion inmune crénica en VIH, ya que esto
fomenta la replicacion viral y la elevada renovacion de los LT CD4*y LT CD8*; este
proceso pone en tension los mecanismos homeostéaticos, lo que produce una
reduccion en la vida media general de los LT (76,77).

Los medicamentos antirretrovirales han tenido un impacto positivo en la evoluciéon
clinica de la infeccibn por VIH. Sin embargo, algunos pacientes pueden
experimentar un efecto negativo en su estado de salud al iniciar el TAR, debido a
una restauraciéon rapida e intensa de la respuesta inmunolégica, que puede ser
descontrolada y excesiva (78,79). Este fenbmeno, conocido como sindrome de
reconstitucion inmunoldgica (SRI), se ha relacionado con ciertos trastornos
inflamatorios, enfermedades autoinmunes o reactivacion de infecciones subclinicas
previas (80). El SRI se caracteriza por el empeoramiento paraddjico de una infeccion
previa o la aparicién de una afeccion no diagnosticada previamente, en pacientes
que conviven con el VIH, poco tiempo después de comenzar el TAR (81). La
mayoria de los casos de SRI se presentan en las primeras semanas o meses del
TAR y se desarrollan por la influencia de diversos factores, como el uso de
inhibidores de proteasa, la susceptibilidad genética del paciente, la carga
microbiana del agente que causa el sindrome, la recuperacion en el nimero y
funcion de las células inmunitarias, la redistribucion de los LT, problemas en la
funcién reguladora de estas células, y cambios en el perfil de los LT ayudadores
(82,83). Adicionalmente, el SRI también se asocia con una reaccion inflamatoria
temporal, pero en ocasiones severa, y que esta dirigida a una infeccion preexistente,
como el M. avium, el Citomegalovirus y el M. tuberculosis (84,85).

Los pacientes con VIH que inician el TAR incluyendo un INI experimentan una
reduccion mas rapida del ARN del VIH en el plasma y, segun la mayoria de los
estudios aleatorizados, también experimentan una recuperacion mas rapida de los
LT CD4* en comparacion con aguellos que comienzan la terapia con un inhibidor de
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la proteasa o un inhibidor de la retrotranscriptasa no nucleésido como tercer
medicamento (86). Se ha demostrado que estos factores estan relacionados con la
aparicion del SR, por lo que, en teoria, el uso de INI podria aumentar la frecuencia
de este sindrome. De hecho, quienes comenzaron el TAR con un nimero de LT
CD4* menor a 350 células/mm?® o con una enfermedad definitoria de SIDA,
independientemente del numero de LT CD4*, y que tomaron RAL y DTG como parte
de su tratamiento, mostraron una mayor probabilidad de desarrollar el SRI (86). De
hecho, hay cada vez mas evidencia que sugiere que el uso de INI, especialmente
DTG y EVG, se relaciona con una mayor posibilidad de desarrollar el SRI en
pacientes con una presentacion tardia y presencia de un patégeno oportunista (87).
Sin embargo, es importante resaltar que, en la actualidad, el inicio del TAR se hace
de manera temprana, disminuyendo el riesgo de presentacion de SRI, en pacientes
que podrian beneficiarse del uso de INI.

Efectos benéficos adicionales de los INI

En términos generales, el uso del TAR a menudo reduce los niveles de activacion
inmune e inflamacién en personas con el VIH; sin embargo, es importante destacar
gue estos niveles no alcanzan los valores promedio que exhiben las personas no
infectadas con el VIH (88). Se ha observado que la reduccién de la carga viral por
debajo de los limites de deteccidn establecidos por los ensayos clinicos comunes
(<40 copias/mL), sin importar el momento de inicio del tratamiento antirretroviral en
el curso de la infeccién por el VIH, se relaciona con una disminucion en la activaciéon
inmune (89). A pesar de estos efectos benéficos, se ha evidenciado que ciertos
medicamentos antirretrovirales, como los inhibidores de la RT analogos de
nucledsido, pueden causar estrés oxidativo en las células; el estrés oxidativo es un
desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y las
defensas antioxidantes celulares que previenen el dafio celular causado por las
ROS (90). Este desequilibrio es un factor clave en la toxicidad de estos
medicamentos, lo que puede provocar defectos en la produccion de energia y en el
ADN mitocondrial (90). Hasta la fecha, no se ha llevado a cabo una evaluacion
completa del impacto de los INI en la funcion mitocondrial, pero la informacién
disponible sugiere que también tienen cierto grado de toxicidad mitocondrial, pero
en menor medida que otras familias de antirretrovirales (91-93).

Con la mejoria en el acceso y con una mayor disponibilidad de medicamentos
antirretrovirales con actividad antiviral y con capacidad de regular la activacion
inmune, surgen preguntas e inquietudes sobre qué medicamentos son los mas
adecuados para ser usados como tratamiento inicial y sobre los posibles beneficios
de cambiar de régimen en ciertas circunstancias. De hecho, se ha investigado
recientemente el efecto de cambiar a regimenes de tratamiento que incluyan INI'y
los resultados han sido alentadores. Por ejemplo, se observo una disminucion en
los niveles de marcadores inflamatorios como la proteina C reactiva (PCR), IL-6,
factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el dimero D cuando se realizé un cambio de
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un régimen que contenia inhibidores de proteasa a un régimen que contenia RAL
(94). Igualmente, en un ensayo clinico aleatorizado en adultos infectados con el VIH,
sin tratamiento previo, se evaluaron los efectos de usar un régimen que incluia un
INI (EVG/Cobicistat / Tenofovir DF / Emtricitabina), en comparacién con otro que no
lo contenia (Efavirenz / Tenofovir DF / Emtricitabina) (95). De forma interesante, se
observaron cambios en los marcadores plasmaticos sistémicos, incluyendo la PCR,
IL-6, receptores | del TNF-q, la fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (Lp-PLA2) y
los marcadores de activacion de monocitos (CD14 y CD163 solubles). La mayoria
de los marcadores disminuyeron en ambos grupos, pero el inicio del régimen con
INI se asocio con mayores disminuciones en PCR, sCD14 y Lp-PLA2 (95). En otro
estudio realizado por el grupo “AIDS Clinical Trials Group”, denominado A5248, los
pacientes que recibieron RAL en combinacion con tenofovir DF / emtricitabina,
exhibieron una tendencia hacia la normalizacion de los indicadores de activacion
inmune. En particular, se observd una disminucion en la expresion de HLA-DR y
CD86, asi como de los receptores de quimiocinas CCR2 y CX3CR1 (48). Ademas
de los efectos sobre el sistema inmune, otro estudio publicado en 2019 report6 que
individuos que cambiaron su esquema de TAR para incluir EVG o RAL
experimentaron mejoras en los parametros neuropsicoldgicos, asociadas a una
disminucion en el estrés oxidativo en el sistema nervioso central (49). En linea con
los estudios descritos, los autores también evidenciaron cambios en los
biomarcadores de activacion inmune que podrian ir de la mano con una disminucién
general de la inflamacion, lo que sugiere que tanto EVG como RAL son una mejor
opcién que efavirenz (49). Cabe destacar que los pacientes que participaron en
estos estudios provienen de Estados Unidos y de Puerto Rico.

Resistencia del VIH a los INI

A pesar de los notables avances en el TAR que han revolucionado el manejo de la
infeccién por el VIH, aun sigue siendo dificil evitar que el virus adquiera resistencia
a los farmacos antirretrovirales por varias razones; una de ellas es la existencia de
diferencias genéticas entre los subtipos del VIH, lo que se ve agravado por la
variacion resultante de la seleccion natural (96). Como se menciond anteriormente,
una de las familias de medicamentos recientemente aprobados para tratar la
infeccion por el VIH son los INI, los cuales son altamente efectivos tanto en personas
gue nunca han recibido tratamiento previo como en personas con experiencia en
tratamiento que pueden haber desarrollado resistencia a mdltiples farmacos de
otras familias (96).

Hasta la fecha, se ha documentado el desarrollo de la resistencia del VIH a todos
los antirretrovirales (28). En cuanto a los INI, los agentes de primera generacion
como RAL y EVG, presentan perfiles de resistencia clinica parecidos, incluyendo la
resistencia cruzada, que se produce cuando se desarrolla resistencia a un farmaco
de la misma familia (42). Las mutaciones que estan relacionadas con la resistencia
a los INI se encuentran principalmente en las posiciones IN 66, 92, 143, 147, 148 y
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155. En el caso del RAL, se han encontrado tres mutaciones asociadas a la
resistencia en las posiciones Y143, Q148 y N155 dentro del sitio activo de la
integrasa. Por otro lado, las mutaciones que se asocian con la resistencia al EVG
incluyen T66I, E92Q, N155H y Q148H/K/R. También existen mutaciones de
resistencia cruzada entre el RAL y el EVG, ubicadas en IN148 y 155. Es importante
destacar que el mutante de Y143 provoca la pérdida del apilamiento pi del grupo
metil-oxadiazol de RAL con la cadena lateral Y143. Este mecanismo se ve reforzado
por el hecho de que los mutantes Y143 no reducen la susceptibilidad a los
compuestos INI que carecen del grupo oxadiazol, como, por ejemplo, el EVG
(42,97-99). Los INI de segunda generacion, BIC y DTG, comparten perfiles de
resistencia similares y podrian mantener su eficacia frente a mutaciones resistentes
seleccionadas por los inhibidores de primera generacion (42,100).

Se ha comprobado que los INI resultan efectivos en regimenes de rescate tanto
para nifios como adultos, y también como tratamiento inicial en adultos, debido a su
capacidad para controlar rapidamente la replicacién viral. Asimismo, presentan un
menor riesgo de desarrollar resistencia cruzada con otras familias de agentes
antirretrovirales y tienen un perfil de efectos secundarios favorable; de ahi que estos
inhibidores se planteen como una opcién atractiva para tratar a nifios con VIH
resistente a multiples farmacos (101).

En resumen, a partir de los resultados mencionados previamente, se puede concluir
que los INI tienen un impacto positivo en la activaciébn inmune crénica y la
inflamacion, lo que destaca la importancia su implementacion y cobertura en los
pacientes, considerando que a partir de la guia de préctica clinica (GPC) del 2.021
se incluyeron en los regimenes de tratamiento antirretroviral, y que sélo el 15,58%
de los pacientes que tienen TAR los usa (102).

Marco tedrico y planteamiento del problema:

Ademas de los desafios importantes en la prevencion, deteccién y diagndstico del
VIH, la atencion de pacientes infectados que reciben TAR ha enfrentado dificultades
y problemas, que se pueden clasificar de la siguiente manera: i) problemas
operativos, relacionados con la adecuada cobertura, cumplimiento y seguimiento de
la terapia; ii) problemas virales, relacionados con la generacion de resistencia a los
medicamentos antirretrovirales, y iii) problemas inmunoldgicos, principalmente
relacionados con el fracaso en la reconstitucion del sistema inmunolégico (103—
105). Los problemas operativos abarcan aquellos relacionados con la escasez de
recursos para la implementaciéon de programas completos de VIH, la falta de
suministro de medicamentos antirretrovirales, la limitada infraestructura del sistema
de salud y la baja disposicion para comenzar el TAR y mantener la adherencia a
largo plazo (104). También existe un estigma persistente asociado con la infeccién
por VIH, lo que dificulta la deteccion oportuna de casos y el comienzo temprano del
TAR(104).
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El segundo tipo de problema que enfrenta el TAR es la resistencia a los
medicamentos antirretrovirales, lo que es la causa mas comun del fracaso del
tratamiento y requiere un cambio en el régimen del TAR (106). La resistencia a los
medicamentos se produce debido a la elevada tasa de mutaciones virales, que es
favorecida por una falta de adherencia adecuada al TAR, restricciones
farmacocinéticas, dosificacion inapropiada o interacciones farmacologicas (105).
Asi mismo, la falta de un seguimiento adecuado y la carencia de indicadores
precisos sobre la resistencia a los medicamentos antirretrovirales disminuyen la
eficacia del TAR (107). Es importante destacar que, a pesar de recibir TAR, el VIH
puede continuar replicandose a niveles muy bajos que no son detectables con los
ensayos convencionales; esta replicacion residual es un factor determinante en la
pobre reconstitucion del sistema inmunoldgico y en la progresion de la enfermedad
(108). Por ultimo, la preocupacion acerca de la reconstitucion inmunolégica parcial
causada por el TAR es significativa, especialmente en el contexto de la supresion
viral (103). Este problema ha recibido mas atencion dltimamente, ya que es la
principal causa del aumento de las afecciones no definitorias del SIDA y de la
mortalidad relacionada, a pesar de la disminucion de las muertes por SIDA (103).
En efecto, las enfermedades no definitorias del SIDA, como las enfermedades
cardiovasculares, son la causa de alrededor del 42% de las muertes en pacientes
infectados con VIH que estan bajo TAR y tienen supresion viral; ademas, estos
individuos tienen una tasa de mortalidad mas alta que la poblacion en general,
incluso sin contar las enfermedades relacionadas con el SIDA (109,110).

En el contexto clinico, la respuesta al TAR puede ser categorizada en dos tipos:
virolégica e inmunoldgica. La respuesta viroldgica se consigue cuando se logra
suprimir la carga viral antes de la semana 26 después de comenzar el tratamiento
(106). Por su parte, la reconstitucion inmunoldgica se ha medido extensamente
mediante el aumento en el recuento de LT CD4", que se espera que ocurra durante
los primeros dos afios de tratamiento; sin embargo, no todos los pacientes
alcanzaran niveles normales de LT CD4* y algunos tendran una recuperacion mas
lenta, lo cual depende, entre otros, de la etapa de la infeccion al momento de
comenzar la terapia (111). Comunmente, la carga viral y el recuento de LT CD4* se
miden de manera regular en pacientes con VIH que estan con TAR y se utilizan para
detectar posibles fallas terapéuticas (112). De hecho, las dos primeras formas de
falla terapéutica se refieren a un aumento constante de la carga viral o una
disminucion de los niveles de LT CD4*, a pesar del uso continuo del TAR. El tercer
tipo de falla terapéutica es clinica, lo que significa que se presenta la aparicion de
condiciones relacionadas con la inmunodeficiencia severa (definitorias) o no
definitorias de SIDA, como enfermedades cardiovasculares o renales, entre otras
(106,107).

Aparte de la disminucién de los LT CD4*, otro aspecto crucial de la infeccién por
VIH es la activacion inmunologica crénica, relacionada con factores como la
replicacion viral persistente, la reactivacion de coinfecciones, el deterioro de la
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mucosa intestinal y el aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias en el
cuerpo (69). Cabe destacar que, aun en presencia de supresion viral lograda
mediante el TAR, los pacientes con VIH presentan niveles elevados de marcadores
de activacion inmunoldgica en comparacion con aquellos que no estan infectados
(113,114). Entre los marcadores celulares de activacion inmunoldgica cronica se
encuentran HLA-DR, CD38 y Ki-67, mientras que los marcadores solubles incluyen
sCD14, PCR, dimero D y las citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-1b y TNF-a (70).
La activacion inmune cronica lleva al aumento de poblaciones celulares innatas
inflamatorias. Estas células participan en la produccion de mediadores
inflamatorios, lo que promueve un ciclo vicioso en la infeccién por el VIH (115,116).
En pacientes infectados con el VIH, aunque estan recibiendo TAR supresora,
todavia hay un aumento en los marcadores de enfermedad cardiovascular como el
dimero D y las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (117). La falta de una
reconstitucion inmunoldgica total tiene efectos en la composicién y funcién de
distintas poblaciones de células inmunes, especialmente en los LT (118). Esto
puede resultar en una disminucion de los mecanismos antivirales, como la
produccion de citoquinas y moléculas citotdxicas, asi como una disminucién de la
degranulacion celular, lo que a su vez aumenta el nUmero de células susceptibles a
la infeccion por VIH y aumenta el riesgo de dafio a los érganos (119-121).

Teniendo en cuenta lo anterior, debido a la presencia de la activacion inmune
cronica y niveles elevados de inflamacion sistémica, la infeccion por VIH es
considerada una enfermedad inflamatoria crénica. Por lo tanto, es necesario el
estudio de estrategias para contrarrestar o limitar los trastornos inflamatorios
relacionados con el VIH. Una de las estrategias que se han propuesto recientemente
es el uso de INI, ya que ademas de su impacto en la carga viral y en la recuperaciéon
de los niveles de LT CD4*, hay evidencia que indica que estos farmacos tienen
efectos benéficos en otros parametros importantes, como el nivel de reservorios
virales y la reconstitucion inmunolégica (122,123). De hecho, estos farmacos
reducen la integracion del ADN viral, lo que llevaria a una menor formacion de
reservorios virales latentes, los cuales son la principal barrera para la cura del VIH
y también determinan la necesidad del TAR continuada (122,124-126). Otro
beneficio importante de los INI més recientes, como el DTG y el BIC, es que tienen
una alta barrera genética que ayuda a prevenir el desarrollo de resistencia
farmacoldgica, lo cual se traduce en una menor frecuencia de falla terapéutica
relacionada con la resistencia viral (42,127). También hay evidencia que indica que
el TAR que incluye INI puede beneficiar parametros inmunoldgicos importantes
como la relacion CD4/CD8, el fenotipo de activacion y agotamiento inmunologico, el
estadio de diferenciacion de los LT y su capacidad funcional (128,129). Todos estos
factores son esenciales para el control del VIH, y cualquier alteracién en ellos puede
asociarse con una mayor progresion de la enfermedad (130-132). No obstante, adn
gueda por establecer si estos y otros parametros inmunolégicos, son afectados por
esquemas de TAR de primera linea que incluyan INI, particularmente en la
poblacién colombiana quienes han tenido un acceso limitado a este grupo de
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medicamentos debido a que hasta hace poco fueron incluidos en las guias de
practica clinica.

Objetivos:

General: Determinar el efecto del uso de INI como farmacos de primera linea sobre
el nivel de reconstitucion inmunoldgica, la magnitud del reservorio viral circulante, y
marcadores de riesgo cardiovascular en individuos con infeccion por el VIH que
reciben TAR.

Especificos:

1. Comparar el nivel de reconstituciéon inmunolégica, en términos del conteo de
linfocitos T CD4* y la relacion CD4/CD8 entre pacientes que estan o no usando
INI.

2. Evaluar el fenotipo de activacion y diferenciacion de linfocitos T circulantes entre
pacientes que estan o no usando INI.

3. Cuantificar la replicacion viral residual y la magnitud de reservorios virales
circulantes, y determinar si existen diferencias entre pacientes que estan o no
usando INI.

4. Establecer diferencias entre los niveles de marcadores solubles de inflamacion
sistémica (sCD14, Dimero D y PCR), y marcadores de enfermedad
cardiovascular (lipoproteinas de alta y baja densidad, triglicéridos y colesterol
total) entre pacientes que estan o no usando INI.

Hipotesis y pregunta de investigacion:
Pregunta de investigacion:

¢El uso de INI como tercer medicamento, en reemplazo de inhibidores de
transcriptasa o de proteasa, dentro del TAR de primera linea tiene efectos benéficos
sobre variables virologicas, inmunoldgicas, o marcadores de inflamacion sistémica
en pacientes colombianos con infeccion por el VIH?

Hipotesis:

Los individuos que reciban INI como tercer medicamento en su TAR de primera
linea exhibiran un mejor control de la replicacion viral residual y una menor cantidad
de reservorios virales circulantes, en comparacién con aquellos que no reciban este
tipo de antirretrovirales (controles). Ademas, los individuos que reciban INI
experimentardn una mayor recuperacion de la relacibon CD4/CD8 y de las
subpoblaciones de LT, al igual que una disminucion en los marcadores de

inflamacion crénica, de activacion inmunolégica y de riesgo cardiovascular, en
comparacion con los controles.



Efecto del uso de inhibidores de integrasa en el control viral y la reconstitucién inmunoldgica... 23

Metodologia:

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos se realizaron basados en los principios de la declaracion
de Helsinki y la resolucion 8430 de 1.993. De acuerdo con el articulo 11 de esta
resolucion, el presente trabajo se consider6 de riesgo minimo. Todos los individuos
firmaron el consentimiento informado, previamente aprobado por el Comité de
bioética Sede Investigacion Universitaria CBE-SIU, UdeA (acta 19-08-844 del 15 de
mayo de 2.019).

Se mantuvo la confidencialidad y anonimidad de cada individuo. Ademas, se
siguieron las recomendaciones de los lineamientos para la implementacién de la
politica de seguridad del paciente y la guia de buenas practicas para la seguridad
del paciente en la atencién en salud.

Seleccidén de los participantes y criterios de inclusion

Para la inclusion de los individuos con infeccién por el VIH, se revisaron las bases
de datos de los programas de atencién integral de instituciones de salud de Medellin
(IPS Virrey Solis) y Cali (CORPOSIDA), desde el afio 2.013 hasta febrero del 2.022.
El muestreo fue a conveniencia. Los participantes se seleccionaron
consecutivamente desde el 2.013 hasta completar el tamafio de la muestra, acorde
al cumplimiento de los siguientes criterios de inclusion:

1. Individuos mayores de 18 afios con diagndstico confirmado de infeccion por el
VIH, segun la guia de practica clinica colombiana (133).

2. Pacientes que iniciaron TAR dentro del primer afio de diagndstico, y que al
momento del reclutamiento llevaran al menos un afo de inicio del tratamiento.

3. Pacientes que iniciaron con un esquema de TAR basado en dos inhibidores de
la transcriptasa reversa analogos de nucledsido/nucledtido, mas un tercer
medicamento que puede ser i) INI; ii) inhibidor de la transcriptasa inversa no
analogo de nucleosido/nucledtido; iii) inhibidor de proteasa.

Se excluyeron del estudio mujeres en embarazo y pacientes que tengan datos
clinicos y paraclinicos incompletos en su historia clinica.

La comparacién se hizo con base en el uso o no de farmacos INI como tercer
medicamento en la TAR de primera linea. Para ello, se tuvieron los siguientes
grupos de comparacion:

e Grupo 1: individuos que iniciaron TAR con INI como tercer medicamento.

e Grupo 2 (Grupo control): individuos que iniciaron TAR con inhibidores de la
proteasa (IP) o Inhibidores de la transcriptasa Reversa no analogos de
nucledtido (ITRNN) como tercer farmaco de esquemas que utilizan como
columna vertebral dos inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de
nucledtido (ITRAN).
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Tamafio de la muestra

Teniendo en cuenta estudios previos donde se ha planteado la reduccion de
reservorios virales con el uso de INI en diversos esquemas de TAR y que en
Colombia no se disponen de estudios donde se haya evaluado este efecto, se
disefio un estudio piloto con el objetivo de detectar diferencias entre los dos grupos,
con un tamanfo del efecto moderado de 0,6, una probabilidad de error tipo | del 5%
y un poder del 80%. Se planted una comparaciéon de diferencia de medias entre dos
grupos independientes, para lo cual se calculé una muestra de 36 individuos en
cada grupo, para un total de 72 individuos. Cabe anotar que, aunque se incluyo la
muestra completa, un individuo del grupo 1 debi6 ser excluido del estudio, por lo
gue el total de pacientes analizados fue de 71 (grupo 1= 35 pacientes; grupo 2= 36
pacientes).

Procedimientos

Se solicité al participante su consentimiento para acceder a la informacion de su
historia clinica y los resultados de exdmenes realizados desde su diagndstico hasta
el momento del reclutamiento, incluyendo carga viral de VIH y recuento de LT CD4*,
entre otros. Adicionalmente, en el momento de inclusion en el estudio, a cada
individuo se le tomd una muestra de sangre venosa para los parametros viroldgicos
e inmunoldgicos descritos a continuacion.

Muestras de sangre

Se colectaron 24 mL de sangre venosa periférica en tubos que contenian acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) para posteriormente obtener plasma y células
mononucleares de sangre periférica (CMSP). Adicionalmente, 5mL fueron
colectados en tubos secos para luego obtener suero, y 3,2 mL fueron colectados en
tubos que contenian citrato de sodio para obtener plasma. La sangre total se uso
para evaluar el fenotipo de LT y para realizar un hemograma completo
automatizado. La sangre restante se centrifugé a 300 x g por 10 minutos para
obtener plasma o suero. El plasma se us6 para determinar la carga viral y la residual
del VIH, asi como los niveles de sCD14 y el dimero D; el suero se utilizé6 para
determinar los niveles de PCR y los parametros del perfil lipidico (lipoproteinas de
alta [HDL] y baja densidad [LDL], triglicéridos y colesterol total). Finalmente, la
fraccidn celular se us6 para el aislamiento de CMSP para cuantificar el ADN proviral
y realizar, a futuro, ensayos de funcionalidad de LT.

Determinacion de la carga viral residual

La carga viral residual en plasma al nivel de una copia de ARN/mL se determino por
medio de una de PCR digital usando el termociclador de PCR digital QIAcuity®
(Figura Suplementaria 1). Para esto, se extrajo el ARN viral a partir de 1mL de
plasma usando el kit comercial Quick-RNA™ Viral kit (cat.: R1035-E, Marca ZYMO),
siguiendo las instrucciones del fabricante, centrifugando previamente la muestra a
20.000 x g por 90 minutos y retirando 800 uL de sobrenadante. A partir del RNA
viral extraido se procedi6 a sintetizar ADNc usando el kit comercial iScript™ cDNA
Synthesis Kit (cat.: 1708891; Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Una vez obtenido el ADNc se procedid a realizar el montaje de la PCR digital,
utilizando el kit QIlAcuity® Probe PCR (Qiagen, 10 uL), los “primers” 6F
(CATGTTTTCAGCATTATCAGAAGGA) y B84R (TGCTTGATGTCCCCCCAC)
(ambos amplifican una regidén conservada del gen gag), ambos a una concentracion
de 0,8 uM, y la sonda Gag.P FAM-CCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTAA-
BHQ1 a una concentracion de 0,3 uM. El volumen de muestra fue de 15 uL, para un
volumen final por reaccién de 40 uL. Las muestras se analizaron en placas de 24
pozos cada uno con 26.000 divisiones, con el siguiente protocolo de PCR:
temperatura inicial 95°C por 5 minutos y luego 50 ciclos de 95°C por 15 segundos
y 60°C por 1 minuto. La placa se leyo en el canal SYBR/FAM. Previo a esta
determinacion, se hizo una estandarizacion en dos fases; la primera utilizando PCR
en tiempo real y posteriormente la PCR digital (dPCR) (Figura Suplementaria 2).

CO
Extraccion ARN
de ARN

Figura suplementaria 1. Metodologia empleada para determinar la carga viral residual. En el
diagrama de dispersion se muestra el resultado de la PCR digital de un solo paciente, cada punto
corresponde a una de las 26.000 repeticiones de la PCR; el eje X muestra las particiones analizadas
(reacciones de PCR), y el eje Y indica la intensidad de fluorescencia (RFU). La linea roja indica el
“umbral” a partir del cual se considera una particion positiva.
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Figura suplementaria 2. Estandarizacién PCR carga viral residual. La estandarizacion de esta
técnica se desarrollé en dos fases: la primera fase se realiz6 a través de una PCR en tiempo real y
la segunda mediante la PCR digital. A. PCR en tiempo real. En esta primera fase se prob¢ la
metodologia de extraccion del ARN a partir del plasma; para esto se utilizaron dos diluciones del
plasmido pfNL43-dE-EGFP (pEGFP) como controles positivos ya que este plasmido posee el
genoma completo del VIH-1; por otro lado, se us6 plasma de un individuo sano y agua como controles
negativos. Adicionalmente, se utilizaron dos muestras de pacientes con carga viral indetectable (<40
copias/mL) que se extrajeron mediante 2 técnicas diferentes, para optimizar la cantidad y calidad del
acido nucleico obtenido. La primera por medio de un robot a través de perlas magnéticas y la
segunda de forma manual usando columnas; en la extraccidon manual se utilizé o no centrifugacion
del plasma, previo a la extraccion. Cada color indica una muestra diferente, siendo las lineas rojas y
amarilla los controles positivos, donde la linea roja es el plasmido diluido 1: 10° y la amarilla 1: 1019;
las lineas verdes son las muestras de los pacientes, extraidas de forma manual y centrifugadas y la
linea azul es una de las muestras que se extrajeron en el robot. Las muestras que se extrajeron
manualmente y no se centrifugaron no amplificaron al igual que una de las muestras extraidas por
el robot. Una vez terminada la PCR se pudo determinar que los “primers” funcionaron y que el mejor
método de extraccion fue el manual con centrifugacion. B. Al haber determinado cual era el mejor
método de extraccién y que la PCR funcionaba, decidimos probar la PCR digital (dPCR); para esto
se utilizaron 6 muestras de pacientes con carga viral detectable, con la finalidad de conocer que tan
cerca estaba nuestro resultado del valor real. Se muestra el resultado representativo de uno de los
6 pacientes. La linea roja indica el “umbral” a partir del cual se considera una particion positiva; cada
punto representa una particiéon. C. De cada muestra se realizaron 2 mediciones, en las cuales
varidbamos la ganancia y la saturacion; por lo tanto, para determinar cual de las mediciones era la
mejor se realiz6 una correlacion entre la carga viral cuantificada por la dPCR y la carga viral
cuantificada en un laboratorio clinico certificado de la ciudad de Medellin (Gold estandar) (por gPCR).
De lo anterior, se pudo concluir que la mejor cuantificacion era la que se obtenia al sacar el promedio
de ambas mediciones, ya que al realizar la correlacion se obtuvo un valor del R2 de 0,9648.
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Evaluacion de marcadores solubles de inflamacion y riesgo cardiovascular

Los niveles de sCD14 se determinaron en plasma a través de ELISA, usando el kit
comercial Human sCD14 ELISA Kit (MyBioSource; cat.: MBS2514176), siguiendo
las instrucciones del fabricante. En un laboratorio clinico validado de la ciudad de
Medellin, se determinaron los niveles de LDL, HDL, triglicéridos y colesterol total
(ensayo colorimétrico) en suero, asi como los niveles de PCR (inmunoturbimetria)
y dimero D (inmunocromatografia) en plasma.

Frecuencia y fenotipo de activacion y diferenciacion de LT circulantes

La frecuencia y fenotipo de activacion y diferenciacion de LT circulantes se
determind a través de citometria de flujo multiparamétrica. Para esto, 100 uL de
sangre total fueron incubados por 30 minutos con dosis optimizadas de anticuerpos
acoplados a fluorocromos (Tabla suplementaria 1). Posteriormente, los glébulos
rojos fueron lisados con 2 mL de la solucion FACS Lysing 1X (BD) por 25 minutos.
Finalmente, las células fueron lavadas con suero fetal bovino (SFB) 1% en PBS 1X
(FACS buffer) y resuspendidas en paraformaldehido al 2%, para realizar la
adquisicion en el citbmetro de flujo LSR Fortessa (BD). El conteo absoluto de LT se
calculo a partir del hemograma completo automatizado realizado en un laboratorio
clinico validado de la ciudad de Medellin.

Tabla suplementaria 1. Anticuerpos utilizados para determinar la frecuencia y fenotipo de LT
circulantes

Anticuerpo Clona Marca Catélogo Dosis utilizada
CD3 APC efluor 780 UCHT1 Invitrogen 47-0038-42 2 L

CD4 v450 RPA-T4 BD 560345 1,25 uL

CD8 PE Texas red 3B5 Invitrogen MHCDO0817 1 L

HLA-DR PerCP Cy5.5 G46-6 BD 552764 2,5uL

CD38 BV510 HIT2 BD 563251 1,25 uL

CCR7 PE Cy7 3D12 BD 560922 2,5 uL
CD45RA Alexa Fluor 700  HI100 BD 560673 0,6 uL

CD57 FITC HNK-1 BD 347393 5puL

Aislamiento de CMSP

El aislamiento de CMSP se realizé a través de un gradiente de densidad de Ficoll
(Ficoll Pague, GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego del
aislamiento, las CMSP fueron lavadas dos veces con la solucién FACS buffer y
posteriormente congeladas en nitrégeno liquido con medio RPMI 1640
suplementado con SFB 10% y penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 mg/mL y L-
glutamina 2 mM (medio completo) con dimetilsulféxido al 10%, para la posterior
realizacion de los andlisis respectivos. De notar, todos los experimentos se
realizaron con CMSP criopreservadas.

Cuantificacion de ADN proviral en CMSP
El ADN proviral en CMSP se determin¢ a través de un protocolo de PCR en tiempo
real usando el termociclador CFX96™ (Figura Suplementaria 3). Para esto, se
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extrajo el ADN de 5x10% CMSP con el kit comercial Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit
(Cat: D4068, Marca ZYMO) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez
obtenido el DNA se usaron 8 uL del mismo en presencia de los siguientes “primers”
y sondas:

“Primers” dirigidos a VIH (Region conservada de la secuencia LTR):
“Primer” NECO005-F; Secuencia: GCC TCA ATA AAG CTT GCC
“Primer” NEC131-R; Secuencia: GGC GCC ACT GCT AGAGATTTT
Sonda: MGB-LTR; Secuencia: /56-FAM/AA GTR GTG TGT GCC C/3MGBEc/
Sonda dirigida a CD4:

Sonda: TagMan™ Gene Expression Assay, VIC primer-limited Ref:4448485.
Applied Biosystems

Las sondas y “primers” dirigidos a VIH se usaron a una concentracion de 3 uM y 8
uM respectivamente. El master mix utilizado para la reaccion de PCR fue Luna®
Universal Probe gPCR Master Mix (cat.: M3004S), del que se utilizaron 10 uL por
reaccion. El volumen final por reaccion de PCR fue de 20 uL y se utilizé el siguiente
protocolo de PCR: temperatura inicial de 95°C por 5 minutos y luego 45 ciclos de
95°C por 20 segundos y 60°C por 45 segundos. La placa se ley6 en el canal FAM
(sonda VIH) y en el canal VIC (sonda CD4) (Figura suplementaria 3).
Adicionalmente, se muestra el proceso de estandarizacion de esta técnica (Figura
suplementaria 4).

| '
» V_ s < . -_—
- —
= 5x10° CMSP U P
v Extraccion de
Gradiente de ADN
Ficoll Primer NEC005-F
Secuencia: GCC TCA ATA AAG CTT GCC
@ Primer NEC131-R
Secuencia: GGC GCC ACT GCT AGA GAT TTT
YIVOK | Sonda VIH Sonda: MGB-LTR
- Secuencia: /56-FAM/AA GTR GTG TGT GCC
C/3MGBEc¢/
ADN puro PCR en Sonda: TagMan™ Gene Expression Assay, VIC
tiempo real @ primer-limited Ref:4448485. Applied Biosystems

Sonda CD4

Figura suplementaria 3. Metodologia empleada en para determinar el ADN proviral.
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Figura suplementaria 4. Optimizacion de la PCR para determinar el ADN proviral. A. Para
determinar la cantidad 6ptima de ADN se evaluaron 3 cantidades diferentes: 8 uL, 5 uL y 2 uL. Para
esta PCR se us6 ADN de células H9 (crénicamente infectadas con VIH) y un pool de ADN de
individuos con infeccion por el VIH, ademas de una muestra de ADN de un individuo con la infeccion
(8 yL). Cada color representa una muestra de ADN diferente, siendo la linea roja la correspondiente
al ADN de las células H9, la linea azul el ADN del pool de individuos con infeccion por el VIH, y la
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linea fucsia la muestra de un individuo infectado. Una vez finalizada la PCR se pudo determinar que
la cantidad 6ptima de ADN por reaccion de PCR era la de 8 pL. B. Al tratarse de una PCR muliltiplex,
también se tenia que determinar la concentracion de sonda a usar, para lo cual se evaluaron las
siguientes concentraciones: 1x (Mix 1), 0,75x (Mix 2), 0,5x (Mix 3) y 0,25x (Mix 4). Para esta PCR se
utiliz6 ADN de CMSP puro y en una dilucién 1:10. Cada color representa una concentracion diferente
de sonda para el gen CD4. De esta PCR se concluyd que la concentracién 6ptima de sonda era de
0,5x (Mix 3). C. Con la finalidad de evaluar si todo el proceso de optimizacidon se habia hecho en
forma correcta, se probd con ADN de un individuo sano como control, asi como ADN de células H9
(tanto muestras puras como diluidas 1:2 y 1:10). Las “x” corresponden a la amplificaciéon del genoma
de VIH y los “circulos” a la amplificacion del gen CD4; el color fucsia representa el ADN del individuo
sano, el color verde representa el ADN de las células H9 y el color rojo representa el ADN del pool
de individuos con infeccién por el VIH (control positivo).

Andlisis estadistico

La distribucidén de los datos se determind mediante la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk. La diferencia entre los grupos se determiné a través de una prueba t
(distribucién normal) o de Mann-Whitney (distribucion no normal). Para determinar
las diferencias entre las frecuencias de las variables categdricas (sexo y deteccion
de la carga viral) se utilizdé la prueba exacta de Fisher. Las correlaciones se
determinaron por medio de un andlisis de correlacion de Pearson, en el cual el valor
del r permite determinar si la correlacion es fuerte (r 2 0,50), moderada (0,30 <r >
0,50) o débil (r < 0,30) (134), ademas de determinar si es directa (valor positivo) o
indirecta (valor negativo). Los andlisis estadisticos y los graficos se realizaron
usando el software GraphPad Prism 8.1.

Resultados

Caracterizacion sociodemografica y clinica de los participantes del estudio

Se incluyeron 71 individuos que cumplieron con los criterios de inclusién (35 en el
grupo control y 36 en el grupo con INI). Los datos sociodemograficos y clinicos se
resumen en la Tabla 1. En comparacién con el grupo control que no recibia INI, los
individuos que si recibian estos medicamentos tenian un menor tiempo de
tratamiento, lo cual se asocié con un mayor conteo de LT CD8*, asi como una menor
relacion CD4/CD8 (Tabla 1). Al evaluar el estadio clinico y la carga viral al momento
de iniciar el tratamiento, encontramos que en el grupo con INI habia un porcentaje
mayor de pacientes en estadio 3 (36,1 vs 22,9; p= 0,04), comparado con el grupo
control, sugiriendo que estos pacientes iniciaron el TAR en una etapa mas avanzada
de la enfermedad (figura 1). No hubo diferencias significativas en el porcentaje de
individuos con carga viral indetectable, asi como tampoco en el porcentaje de
individuos que tuvieron cambios en su esquema de tratamiento (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los individuos al momento de inclusion en

el estudio.
Parametros Control (sin INI) (n=35) (2223%\)“ Valor p
Edad; afios; Mediana (IQR) 2 37,3 (29,10 — 48,50) 38,20 (30,45 — 57,30)
Sexo (Mujeres : Hombres) ® 7:28 10:26
ggg)pg en tratamiento; meses; Mediana g, 1 (34,10 - 79,70) 23,75 (17,45-33,80)  <0,0001
Recuento de LT CD4"; células/uL;
Mediana (IQR)* 410,6 (291,0 — 599,1) 435,2 (245,2 — 643,0)
Recuento de LT CD8"; células/pL;
Mediana (IQR) ® 503,4 (311,1 - 813,1) 678,4 (443,7 — 1,010) 0,0074
Relacion CD4/CD8; Mediana (IQR) 2 1,11 (0,49 - 1,35) 0,56 (0,38 — 0,96) 0,0101

Individuos con carga viral indetectable
(%)°
Carga viral al momento de iniciar el TAR

Individuos con cambios de esquema de
tratamiento previo (%) @

88,57

33.505 (6.464 —144.445)

31,43

86,11

107.784 (4.261 — 465.165)

22,2

2 Prueba de Mann-Whitney; ® Prueba de Fisher; INI: Inhibidor de integrasa.

Estadio VIH al momento del inicio del TAR

Pacientes sin INI

*229

60,0
Total=35

Estadio

Recuento LT CD4" (células/pL)

-]
2
3

> 500
200 - 499
<200

Estadio VIH al momento del inicio del TAR

Pacientes con INI

19,4

*36,1

44.4

I *Estadio 3 p=0,04 (Fisher) I

Total=36

Figura 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes al momento de iniciar el TAR. Se muestra
la distribucion de los pacientes en cada estadio de acuerdo con su recuento de LT CD4*, tanto para

el grupo con INI como para el grupo control.



Efecto del uso de inhibidores de integrasa en el control viral y la reconstitucidon inmunoldgica... 32

Diferencias en la reconstitucion inmunolégica entre los pacientes que incluyen o
no INI

Por medio de citometria de flujo se determiné el recuento de los LT CD4*y LT CD8*,
ademas de la relacion CD4/CD8. Como se puede observar en la tabla 1, los
pacientes del grupo con INI tenian una mayor cantidad de LT CD8* (678,4 vs 503,4;
p= 0,0074) y una relacion CD4/CD8 menor al compararse con el grupo control (0,56
vs 1,11; p=0,0101). Sin embargo, al analizar el porcentaje de recuperacion del
recuento de LT CD4* desde el momento del diagndstico hasta el reclutamiento en
el estudio, encontramos que los pacientes del grupo con INI tuvieron un mayor
porcentaje de recuperacion en comparacion con el grupo control (52,7% vs 32%,
respectivamente) (Figura 2).

1500 - 1500 -
32%
% 1200- & 1200-
(@] (m)
O (&)
: 900 - I: 900 -
{2 i
& 600 5 600
o o
ﬂ‘é 300 & 300
0 I 0
Inicial Actual Inicial Actual
sin INI INI

Figura 2. Efecto de los INl en el recuento de los LT CD4*. Se muestra el recuento de los LT CD4*,
al momento del diagnéstico y al momento del reclutamiento en el estudio, tanto en el grupo control
(Sin INI) como en el grupo con INI. Se indica el porcentaje de recuperacion de los LT CD4*.

Diferencias en la frecuencia y fenotipo de activacion y diferenciacion de LT
circulantes entre los pacientes que incluyen o no INI

Por medio de citometria de flujo se analizaron las subpoblaciones de LT CD4*y LT
CD8*, siguiendo la estrategia de “gating” que se muestra en la Figura 3. En
comparacion con el grupo control, se observaron menores porcentajes de LT CD4*
totales, asi como de la subpoblacién de células virgenes y de memoria central
CD57* en individuos que recibian INI (Figura 4). No se observaron diferencias
significativas entre los dos grupos de individuos cuando se compararon los
porcentajes de LT CD4* de memoria central, de memoria efectora, o TEMRA, asi
como en el porcentaje de células con fenotipo de activacion HLA-DR* CD38*
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(Figura 4). Por otro lado, en relacién con el grupo control, los individuos que recibian
INI mostraron mayores porcentajes de LT CD8*, asi como de la subpoblacion de
memoria efectora (Figura 5), mientras que no se observaron diferencias adicionales

para ninguna de las otras subpoblaciones evaluadas (Figura 5).
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Figura 3. Estrategia de analisis de citometria de flujo. El andlisis de citometria se realizé sobre la
poblacién de linfocitos, la cual se establecié con base en los parametros de granularidad (SSC) y
tamafio (FSC). Se procedio a realizar la exclusién de agregados teniendo en cuenta el tamafo de
los linfocitos tanto en area (FSC-A) como en altura (FSC-H). Posteriormente, se seleccioné la
poblacién de células CD3* y sobre estas se seleccionaron las poblaciones CD4*y CD8*. Finalmente,
se analizaron las subpoblaciones de LT CD4* virgenes: CD45RA* CCR7*; de memoria central:
CD45RA"- CCR7*; de memoria efectora: CD45RA- CCR7-; TEMRA: CD45RA* CCR7-. Ademas, se
analizaron las células activadas (HLA-DR* CD38*), y células que expresan el marcador de
senescencia CD57. Se procedid de la misma manera para el analisis de los LT CD8*
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Figura 4. Efecto del uso de INI en el fenotipo de activacion y diferenciacion de LT CD4*
circulantes. Frecuencia de LT CD4* totales, asi como de las subpoblaciones de virgenes, TEMRA,
de memoria central, de memoria efectora, células de memoria central que expresan CD57 y
activadas (HLA-DR* CD38*). Se muestran la mediana y el rango intercuartil (IQR). Valor p de la
prueba de Mann-Whitney.
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Figura 5. Efecto del uso de INI en el fenotipo de activacion y diferenciacion de LT CD8*
circulantes. Frecuencia de LT CD8* totales, asi como de las subpoblaciones de virgenes, TEMRA,
de memoria central, de memoria efectora, células de memoria central que expresan CD57 y
activadas (HLA-DR* CD38*). Se muestran la mediana y el rango intercuartil (IQR). Valor p de la
prueba de Mann-Whitney.

Efecto del uso de INI en el nivel de replicacion viral residual y la magnitud de
reservorios virales circulantes

A través de PCR digital se evalué la carga viral residual (carga viral menor a 40
copias/mL). Como se observa en la Figura 6A, en promedio el grupo control mostré
un nivel de carga viral residual de 10,19 copias/mL, mientras que el grupo que
recibia INI exhibi6 un nivel promedio de 15,28 copias/mL, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos. De notar, 6 individuos en el grupo que
recibia INI'y 4 del grupo control exhibieron una carga viral residual de 0 copias/mL.

Adicionalmente, se evalu6 por PCR multiplex en tiempo real el nivel de los
reservorios virales circulantes. Como se muestra en la Figura 6B, y en linea con los
resultados de la carga viral residual (Figura 6A), no hubo diferencias significativas
en el nivel de los reservorios virales circulantes entre individuos del grupo control
versus aquellos que recibian INI (67,73 x 1075 vs 95,96 x 10~ respectivamente).
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Figura 6. Efecto del uso de INI en la carga viral residual y en la magnitud de los reservorios
virales circulantes. A. Se muestra la cantidad de copias de ARN de VIH/mL en plasma. La linea
punteada indica el limite inferior de deteccién de las pruebas convencionales para determinar la
carga viral de VIH (40 copias/mL). Los niveles por debajo de este valor se consideran como carga
viral residual. B. La magnitud de los reservorios virales se determiné por medio de la técnica de PCR
multiplex en tiempo real. El nivel relativo de reservorios virales se determing con base en la formula
de delta-Ct, teniendo como referente al gen CD4, el cual se us6é como un gen constitutivo. Se
muestran la mediana y el rango intercuartil (IQR).

Efecto del uso de INI sobre marcadores solubles de inflamacién sistémica y de
enfermedad cardiovascular

Posteriormente, se evaluaron los niveles de sCD14, PCR, dimero D, LDL, HDL,
triglicéridos y colesterol total, como marcadores de inflamacion sistémica y de
enfermedad cardiovascular. Aungue no se observaron diferencias significativas en
los niveles de sCD14, PCR, dimero D (Figura 7A), si se observaron menores
niveles de HDL en los individuos que recibian INI en comparacion con los controles
(Figura 7B). Finalmente, no se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos al comparar los niveles de LDL, triglicéridos y colesterol total (Figura 7B).
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Figura 7. Efecto del uso de INI sobre marcadores solubles de inflamacién sistémica crénicay
de enfermedad cardiovascular. A. Niveles de sCD14, proteina C reactiva (PCR) y dimero D. Las
lineas punteadas en la PCR y dimero D indican el nivel superior de los valores de referencia. B.
Niveles de LDL, triglicéridos, colesterol total y HDL. Las lineas punteadas en colesterol total indican
el rango normal de referencia. Se muestran la mediana y rango intercuartil (IQR). Valor p de la prueba
de Mann-Whitney.

Con la finalidad de determinar si habia una correlacion lineal entre todos los
pardmetros analizados se procedi6 a realizar un andlisis bivariado. En el grupo total
de pacientes se encontré una correlacion positiva moderada entre el recuento de
LT CD4* y el porcentaje de LT CD8" TEMRA (r=0,3237) (p=0,0055). También se
encontré una correlacién negativa débil entre la carga viral residual y la relaciéon
CD4/CD8 (r= -0,2426) (p= 0,0497) y con el porcentaje de LT CD8" de memoria
central CD57* (r= -0,2654) (p= 0,0313). Ademas, se encontré una correlacion
positiva moderada de la carga viral residual con el porcentaje de LT CD8* HLA-DR*
CD38* (r=0,4665) (p= <0,0001); esta ultima esta dada por los pacientes del grupo
control (Sin INI), en quienes se evidencié una correlacién positiva fuerte entre
ambos parametros (r= 0,7506) (p= <0,0001).
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Discusion:

La infeccidn por el VIH continta siendo un problema serio de salud publica. Aunque
el TAR ha disminuido las muertes asociadas al SIDA, todavia los pacientes
experimentan condiciones no definitorias de SIDA, que se han asociado a una
reconstitucion inmune incompleta, la cual se debe, entre otros factores, a la
replicacion viral persistente (conocida como replicacion residual), la reactivacion de
reservorios virales, y las coinfecciones. Por lo tanto, un importante campo de
investigacion es la busqueda de estrategias que limiten las causas de estos
trastornos inmunoldgicos. En este sentido, el uso de INI dentro de esquemas de
TAR ha evidenciado beneficios en comparacion con esquemas que no los incluyen,
como disminucién de la replicacion viral residual, disminucién del reservorio viral
circulante, y disminucion de marcadores inflamatorios y de activaciéon inmune. Sin
embargo, no se tienen datos del efecto de estos medicamentos dentro de esquemas
de TAR de primera linea en pacientes con infeccién por el VIH en Colombia,
teniendo en cuenta que su uso no es extendido en nuestro pais. Por lo tanto, en
este trabajo evaluamos el efecto de los INI sobre el control virologico y la
reconstitucion inmunolégica en pacientes con infeccion por el VIH bajo TAR.
Encontramos que los pacientes con INI tenian mayor frecuencia de LT CD8*, menor
porcentaje de LT CD4* y menores niveles de HDL en comparacion con el grupo
control, sin evidenciar cambios significativos en la carga viral residual y la magnitud
de los reservorios virales.

En cuanto al recuento de los LT CD4* y LT CD8"*, los pacientes que reciben
tratamiento con INI tenian mayor cantidad de LT CD8* y, por lo tanto, una relacion
CD4/CD8 menor en comparaciéon con el grupo control. Estos hallazgos contrastan
con otros estudios aleatorizados que han reportado una recuperacién mas rapida
de los LT CD4"* en los pacientes que reciben INI en comparacién con quienes inician
con un inhibidor de proteasa o un inhibidor de la RT no nucledsido (86). Sin
embargo, en nuestro estudio los resultados podrian estar influenciados por las
diferencias clinicas que exhibian ambos grupos, ya que como se observa en la
Tabla 1yfigura 1, el tiempo de tratamiento fue significativamente menor en el grupo
que recibe INI comparado con el grupo control, sumado a que los pacientes del
grupo INI iniciaron en un estadio clinico mas avanzado de la enfermedad (estadio
3). Ademas, es importante considerar que la dinamica de la reconstitucion inmune
bajo TAR a largo plazo es variable, y los mecanismos involucrados adn no estan
completamente claros (135).

La duracion del tratamiento antirretroviral y el estadio clinico (recuento de LT CD4%)
al momento del inicio de la terapia, son factores que determinan la reconstitucién
inmunoldgica (136-139). A pesar de que los pacientes de nuestro estudio habian
alcanzado la supresion virolégica, las diferencias entre el grupo control y el grupo
con INI respecto al tiempo de tratamiento y al porcentaje de pacientes en estadio 3,
fueron estadisticamente significativas, siendo mas corto el tiempo en tratamiento y
mayor el porcentaje de pacientes en estadio 3 en el grupo con INI. En estudios
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previos hemos reportado que los pacientes que han estado en tratamiento
antirretroviral menos de 24 meses, a pesar tener cargas virales indetectables, ain
presentan alteraciones cuantitativas y cualitativas de la respuesta inmune (140). Sin
embargo, después de dos afios en tratamiento, se evidencia mayor reconstitucion
en la frecuencia y la funcion de las células inmunoldégicas, particularmente de los LT
CD4* y CD8"*. Estas observaciones sugieren que los pacientes colombianos con
manejo clinico segun las guias actuales del Ministerio de Salud (133), podrian tardar
dos o0 mas afos en reconstituir, al menos parcialmente, los diferentes componentes
de su sistema inmunolégico (140,141).

Cabe resaltar que el grupo con INI tuvo un mayor porcentaje de recuperacion del
recuento de LT CD4* (Figura 2) a pesar de que tuvieron menor tiempo en
tratamiento y que en ambos grupos de estudio la relacion CD4/CD8 fue mayor a
0,5, lo que previamente se ha asociado con el éxito de la terapia y el mejoramiento
de los pardametros de reconstitucion inmune (142,143). Al examinar las
subpoblaciones de LT CD4* (Figura 4), se encontraron porcentajes
significativamente menores de LT CD4" totales, virgenes y de memoria central
CD57*, en el grupo de pacientes que recibieron tratamiento con INI en comparacion
con el grupo control. Una vez mas, estos hallazgos contrastan con estudios previos
donde se muestra que los pacientes que cambiaron a un esquema basado en INI,
especificamente Raltegravir tuvieron un aumento en el porcentaje de LT CD4* de
memoria central y virgenes a expensas de la subpoblacion de LT CD4* de memoria
efectora, en comparacion con el grupo control (sin INI), lo cual se relaciona con el
aumento del recuento de LT CD4* y la restauracién inmune (144,145). El bajo
porcentaje de LT CD4* de memoria central CD57* obtenido en el grupo con INI
podria indicar que hay menos células con un perfil de senescencia, producto tal vez
de la mayor susceptibilidad a la apoptosis en el marco de un tratamiento eficaz
(146,147).

En cuanto a los LT CD8", encontramos porcentajes significativamente mayores de
LT CD8* totales y de memoria efectora en pacientes que recibieron INI (Figura 5).
Algunos estudios han demostrado los LT CD8" TEMRA se encuentran
incrementados en pacientes en TAR con supresion virolégica, pero no en los
individuos controladores naturales de la infecciébn por VIH, por lo que podria
asociarse con las alteraciones que aun permanecen en los pacientes a pesar de la
terapia antirretroviral (148). De hecho, en este estudio se observé una correlacion
positiva entre el recuento de LT CD4" y la frecuencia de los LT CD8" TEMRA. El
tiempo mas corto de tratamiento en el grupo con INI podria influir en la menor
reconstitucion observada de este parametro, que adicionalmente se soporta con el
hallazgo de un mayor recuento de LT CD8* y una menor relacién de LT CD4/CD8
en el grupo con INI (Tabla 1). En este sentido, dado que el grupo INI tenia un menor
tiempo de tratamiento, se podria esperar que la poblacion de LT CD8* TEMRA sea
mayor, y que potencialmente tengan una menor capacidad funcional. Sin embargo,
aun se estan estudiando los efectos que los INI pueden tener sobre la respuesta
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inmune, ya que, a pesar de los beneficios clinicos que tienen estos farmacos, un
estudio reciente mostré que células tratadas in vitro con dolutegravir o elvitegravir
exhiben menor expresion de citoquinas, menor capacidad de proliferacion y
reduccion en parametros de movilidad celular de los LT CD8*, sin afectar su
capacidad citotoxica (149). Las consecuencias clinicas de estos efectos se
desconocen, por lo que son necesarios estudios adicionales que permitan dilucidar
el impacto de los inhibidores de integrasa en los diferentes componentes del sistema
inmune y la reconstitucion inmunoldgica.

Al evaluar la influencia que tiene el uso de INI sobre la carga viral residual y los
niveles de reservorios circulantes del VIH se encontré una carga viral residual de
cero en 4 pacientes del grupo control y 6 pacientes del grupo de INI, sin observar
diferencias significativas entre los pacientes con niveles detectables. Estos
resultados sugieren que los distintos regimenes terapéuticos utilizados tuvieron un
efecto similar sobre la replicacion viral. En cuanto a los niveles de reservorios
circulantes, tampoco hubo diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
con INI. Estos hallazgos sugieren que, al menos en el tiempo de seguimiento
evaluado, el uso de INI parece no influir de manera directa en la persistencia del
virus en el plasma y en los reservorios circulantes

Cabe anotar que la reconstitucion inmune podria contribuir con la reduccion de los
reservorios virales, ya que observamos una correlacion inversa entre la carga viral
residual y la relacion CD4/CD8. Adicionalmente, encontramos una correlacion
directa entre el nivel de carga viral residual y la frecuencia de LT CD8* con fenotipo
de activacion, confirmando que la persistencia antigénica, a pesar del TAR,
contribuye al fenémeno de activacion inmune cronica caracteristico de la infeccion
por el VIH (150). En forma interesante, en el grupo control se encontré una
correlacién positiva fuerte entre la carga viral residual y la frecuencia de LT CD8*
con fenotipo de activacion. Adicionalmente, la correlacién negativa, a pesar de ser
débil, entre la carga viral residual y el porcentaje de LT CD8* de memoria central,
podria sugerir que la actividad viral remanente afecta la reconstitucion
inmunoldgica, en términos del establecimiento de la memoria inmune (151).

Sin embargo, es importante considerar que los resultados se limitan a los
pardmetros evaluados en este estudio y que pueden existir otros tipos de
reservorios (por ejemplo, en tejidos) que no se tuvieron en cuenta en esta
investigacion (152). Es necesario mencionar que estos resultados deben
interpretarse con precaucion, ya que la dinamica de los reservorios del VIH es un
proceso complejo y multifactorial, por lo que otros aspectos, como la adherencia al
tratamiento y la duracion de este, podrian estar influenciando los resultados. En
contraste con nuestros resultados, estudios previos han mostrado que los pacientes
tratados con INI exhiben una supresion virolégica mas efectiva, junto con una
notable reduccion en la carga viral residual al cambiar a un régimen que incluya
estos medicamentos. Ademas, es importante destacar que otros estudios han
encontrado una asociacion entre la relacion CD4/CD8 y un rapido control virolégico
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(153-156). Es posible que con un tiempo mayor de seguimiento de esta cohorte se
puedan empezar a observar las diferencias esperadas.

En cuanto a los marcadores de inflamacion sistémica, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de sCD14, proteina C reactiva y dimero D entre los
pacientes con INI y el grupo control (Figura 7A). Sin embargo, al analizar los
marcadores de riesgo cardiovascular, los pacientes del grupo con INI mostraron
niveles menores de HDL comparado con los pacientes del grupo control, lo que
podria tener un impacto desfavorable en el riesgo cardiovascular (157). Estos
hallazgos son importantes si se tiene en cuenta que las enfermedades
cardiovasculares constituyen una de las principales comorbilidades de los pacientes
con VIH en terapia antirretroviral. De hecho, en estudios previos se ha observado
gue los pacientes que inician el TAR con un esquema de tratamiento que incluye un
INI como el raltegravir, presentan menores niveles de colesterol total, HDL y LDL,
al compararse con pacientes que no lo incluyen (158,159). Sin embargo, es
importante destacar que este estudio solo evalu6 un conjunto limitado de
marcadores y que otros factores relacionados con la enfermedad cardiovascular,
como la presion arterial y la presencia de placas de ateroma, no fueron
considerados.

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio se incluyen diferencias en el tiempo
de tratamiento y en las caracteristicas basales entre el grupo control y el grupo con
INI; esta diferencia fue imposible de subsanar durante el reclutamiento debido a que
el uso de estos medicamentos en Colombia es relativamente reciente y muy pocos
pacientes los incluyen dentro de su TAR. Asimismo, tuvimos limitaciones en la
informacién consignada en las historias clinicas de los pacientes; no se
consideraron otros tipos de reservorios virales como los que estan presentes en
tejido; y se evalué un conjunto muy limitado de marcadores relacionados con la
enfermedad cardiovascular. Sin embargo, este estudio es relevante dado que es
pionero en nuestro pais en la evaluacion de diferentes componentes inmunolégicos,
virolégicos y clinicos que pueden estar influenciados por los inhibidores de integrasa
y que servirA como base en futuras investigaciones que busquen evaluar estos y
otros medicamentos que podrian aportar evidencias para el manejo de pacientes
con VIH, favoreciendo los desenlaces clinicos.

Perspectivas:

Como perspectiva seria interesante mantener esta cohorte de pacientes por un
periodo largo de tiempo con la finalidad de hacer un seguimiento inmunologico y a
la evolucion de los reservorios y su carga viral residual; adicionalmente, seria
interesante incluir otros marcadores de riesgo cardiovascular como la presion
arterial, el indice de masa corporal, LDL oxidado y la produccion de IL-6 ya sea en
plasma o suero, ya que hay una evidencia creciente de su efecto nocivo en la salud
cardiovascular.
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Adicionalmente se ha planteado evaluar la respuesta celular especifica frente al
VIH, por medio de la estimulacién in vitro con péptidos consenso de la proteina gag,
y finalmente, realizar un analisis multivariado para eliminar las posibles variables de
confusion.

Conclusiones:

Este estudio evalud el posible efecto de los INI sobre el control viral y la
reconstitucion inmunolégica en pacientes con infeccion por el VIH bajo TAR. Se
encontré que los pacientes que recibieron INI tenian una mayor frecuencia de LT
CD8* y un menor porcentaje de LT CD4* en comparacion con el grupo control.
Ademas, se observaron niveles mas bajos de colesterol total en el grupo con INI, lo
que sugiere un impacto potencialmente positivo en la reduccion del riesgo
cardiovascular. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio contrastan
con algunos estudios anteriores que han mostrado una recuperacién mas rapida de
los LT CD4* en pacientes que reciben INI. Esto podria deberse al tiempo de
tratamiento mas corto y al estadio mas avanzado en el grupo con INI en este estudio,
ya que se ha observado que la duracién del tratamiento antirretroviral y estadio
clinico influyen en la reconstitucién inmunoldgica.

En cuanto a la carga viral residual y los niveles de reservorios virales, no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo con INI y el grupo control. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que este estudio se limité a evaluar los
reservorios circulantes del virus y que pueden existir otros tipos de reservorios en
tejidos que no se tuvieron en cuenta.

A pesar de que los pacientes con INI tenian un tiempo en tratamiento
significativamente menor y estaban en un estadio clinico mas avanzado que los del
grupo control, la reconstitucion inmunoldgica fue similar, e incluso el porcentaje de
recuperacion de LT CD4* fue mayor.

Por lo anterior, nuestros resultados proporcionan informacién relevante sobre los
efectos de los INI en pacientes con infeccién por el VIH bajo TAR, pero se deben
considerar las limitaciones mencionadas. Por esta razon, se necesitan mas
investigaciones para comprender completamente los efectos de los INI y su papel
en el manejo de pacientes con VIH, en particular en Colombia.
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