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RESUMEN

La pandemia COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, ha generado preocupaciones
especificas para las personas con VIH (PVIH). Ambas infecciones se relacionan con
problemas relacionados con la inflamacion crénica, el envejecimiento prematuro, el
riesgo de desarrollar cancery la enfermedad cardiovascular (ECV), y afectan a los niveles
de expresiéon de microARNs (miARNSs). El principal objetivo de esta tesis fue analizar el
impacto a medio plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 en PVIH, a través de la
determinacién de biomarcadores plasmaticos relacionados con los aspectos descritos

previamente y del analisis del perfil de miARNSs.

Se incluyeron un total de 95 PVIH bajo terapia antirretroviral, estratificadas segun su
estado de infeccién por SARS-CoV-2: 1) 48 PVIH tras = 12 semanas desde que se
diagnostico la infeccidon por SARS-CoV-2 (PCR+) (VIH/SARS) y 2) 47 PVIH sin infeccion
previa por SARS-CoV-2 (VIH). Se recogieron datos epidemiolégicos y clinicos a partir de
las historias clinicas. Se realizd una seleccion de marcadores plasmaticos asociados a
inflamacién crdénica, el envejecimiento prematuro, el riesgo de desarrollar cancer y la
ECV y se cuantificaron mediante ensayos ELISA multiplex de Procartaplex (Invitrogen™,
Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). En un subgrupo de 40 PVIH representativos
de cada grupo, se analizé mediante secuenciacién masiva el perfil de expresion de
miARNs. En cuanto al andlisis estadistico, se utilizaron modelos lineales generalizados
(MLG) ajustados por las variables significativas con distribucién gamma, para estimar las
diferencias de los niveles de marcadores plasmaticos entre los dos grupos de estudio.
Se estudid la relacidn entre los biomarcadores plasmaticos significativos de inflamacién
cronica, envejecimiento prematuro y riesgo de desarrollo de cdncer mediante
correlaciones de Spearman. Para estimar las diferencias entre grupos del perfil de

microARNSs, se utilizaron MLGs con una distribucion negativa binomial.

Nuestros resultaros mostraron que las PVIH tenian una mediana de edad de 45 afios,
con un 81,9% de ellas siendo de origen étnico caucasico y el 80% eran hombres. Todos

las PVIH del grupo VIH/SARS experimentaron sintomas, siendo en el 83.3% de los casos
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sintomas leves. La mediana de tiempo entre el diagndstico de la infeccién por SARS-CoV-
2 y la recoleccion de muestras fue de 12 [RIC, 9-16] semanas. El grupo VIH/SARS mostré
alteraciones significativas mas elevadas de biomarcadores plasmaticos asociados con la
inflamacidén crénica (IL-4, IL-12B, IL-17A e IFN-a (IFNA1)), el envejecimiento prematuro
(TNF-B (LTA), IL-8 (CXCL8), IL-13, MIP-1a (CCL3) y MIP-1$3 (CCL4)), el riesgo de desarrollo
de céncer (CD80, PD-L2 (PDCD1LG2), CD276, PD-1 (PDCD1), CD47, TIM-3 (HAVCR2), TIM-
4 (TIMD4), CD137 (TNFRSF9), GITR (TNFRSF18), HVEM (TNFRSF14)) y la ECV (NT-proBNP,
VvWEF, factores de coagulacién IX, XI, XlI, Xlll, antitrombina, protrombina, proteinas Sy C
dependientes de vitamina K, dimero D, TNF- (LTA), IL-17A, IL-8 (CXCL8), proteina C
reactiva y ferritina) en comparacién con el grupo VIH. Ademds, se observaron
correlaciones positivas significativas entras citoquinas inflamatorias y proteinas
asociadas a PCI (IL-13 y CD80; IL-13 y GITR (TNFRSF18); IL-13 y HVEM (TNFRSF14); TNF-
B (LTA) y CD80; TNF-B (LTA) y GITR (TNFRSF18); TNF-B (LTA) y HVEM (TNFRSF14); IL-4 y
GITR (TNFRSF18); IL-12B y CD80; IL-17A y HVEM (TNFRSF14); CCL3 y GITR (TNFRSF18);
INF-a (IFNA1) y CD80; INF-a (IFNA1) y GITR (TNFRSF18)) en el grupo VIH/SARS.
Finalmente, se realizd un andlisis del perfil de miARNs para comprobar si se obtenian
resultados similares a los observados en los marcadores plasmaticos. Se identificaron 10
miARNs con diferencias significativas entre los dos grupos de estudio los cuales han sido
previamente considerados como biomarcadores del desarrollo de distintos tipos de
canceres como el de mama y hepatico, entre otros (familia miARN de let 7 (a, f, by g),
hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-197-3p, hsa-miR-122-5p) y
secuelas/patologias neuroldgicas (hsa-miR-10b-5p y hsa-miR-191-5p). El analisis
funcional de las rutas confirmé que los microRNAs significativos en su conjunto estaban
implicados en distintos tipos de cédncer, vias de sefalizacién y ciclo celular, entre otras.

Estos resultados avalan la funcion individual de cada uno de estos miARNSs.

El impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en PVIH produce un aumento de
biomarcadores asociados a inflamacién crénica, envejecimiento acelerado del sistema
inmunitario, a un mayor riesgo de desarrollar tumores de forma temprana y desarrollar
ECV. Es necesario indagar en como el aumento de estos marcadores puede afectar al

desarrollo de comorbilidades a largo plazo.
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ABSTRACT

The COVID-19 pandemic, caused by SARS-CoV-2, has raised specific concerns for people
with HIV (PHIV). Both infections are associated with issues related to chronic
inflammation, premature aging, the risk of developing cancer, and cardiovascular
disease (CVD), and they affect microRNA (miRNA) expression levels. The main objective
of this thesis was to analyze the mid-term impact of SARS-CoV-2 infection on PHIV,
through the determination of plasma biomarkers related to the aspects described above

and the analysis of miRNA profiles.

A total of 95 PHIV on antiretroviral therapy were included, stratified according to their
SARS-CoV-2 infection status: 1) 48 PHIV at > 12 weeks since SARS-CoV-2 infection
diagnosis (PCR+) (HIV/SARS) and 2) 47 PHIV without prior SARS-CoV-2 infection (HIV).
Epidemiological and clinical data were collected from medical records. Plasma markers
associated with chronic inflammation, premature aging, cancer risk and CVD were
selected and quantified using Procartaplex multiplex ELISA assays (Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific, USA). In a subgroup of 40 representative PHIV from each group, miRNA
expression profiles were analyzed using massive sequencing. For statistical analysis,
generalized linear models (GLMs) adjusted for significant variables with gamma
distribution were used to estimate differences in plasma marker levels between the two
study groups. The relationship between significant plasma biomarkers of chronic
inflammation, premature aging, and cancer development risk was studied using
Spearman correlations. GLMs with a negative binomial distribution were used to

estimate differences between groups in miRNA profiles.

Our results showed that PHIV had a median age of 45 years, with 81.9% of them being
of Caucasian ethnicity and 80% being male. All PHIV in the HIV/SARS group experienced
symptoms, 83.3% of them being mild symptoms. The median time between SARS-CoV-
2 infection diagnosis and sample collection was 12 [IQR, 9-16] weeks. The HIV/SARS
group showed significantly higher alterations in plasma biomarkers associated with

chronic inflammation (IL-4, IL-12B, IL-17A, and IFN-a (IFNA1)), premature aging (TNF-
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(LTA), IL-8 (CXCL8), IL-13, MIP-1a (CCL3), and MIP-1B (CCL4)), cancer development risk
(CD80, PD-L2 (PDCD1LG2), CD276, PD-1 (PDCD1), CD47, TIM-3 (HAVCR2), TIM-4
(TIMD4), CD137 (TNFRSF9), GITR (TNFRSF18), HVEM (TNFRSF14)), and CVD (NT-proBNP,
vWF, coagulation factors IX, XlI, Xll, Xlll, antithrombin, prothrombin, vitamin K-
dependent proteins S and C, D-dimer, TNF-B (LTA), IL-17A, IL-8 (CXCL8), C-reactive
protein, and ferritin) compared to the HIV group. In addition, significant positive
correlations were observed between inflammatory cytokines and proteins associated
with CVD (IL-13 and CD80; IL-13 and GITR (TNFRSF18); IL-13 and HVEM (TNFRSF14); TNF-
B (LTA) and CD80; TNF-B (LTA) and GITR (TNFRSF18); TNF-B (LTA) and HVEM (TNFRSF14);
IL-4 and GITR (TNFRSF18); IL-12B and CD80; IL-17A and HVEM (TNFRSF14); CCL3 and
GITR (TNFRSF18); IFN-a (IFNA1) and CD80; IFN-a (IFNA1) and GITR (TNFRSF18)) in the
HIV/SARS group. Finally, a miRNA profile analysis was performed to verify whether
similar results to those observed for plasma markers were obtained. Ten miRNAs were
identified with significant differences between the two study groups, which have
previously been considered as biomarkers for the development of different types of
cancers such as breast and liver cancer, among others (let 7 miRNA family (a, f, b and g),
hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-197-3p, hsa-miR-122-5p) and neurological
sequelae/pathologies (hsa-miR-10b-5p and hsa-miR-191-5p). Functional analysis of the
pathways confirmed that the significant microRNAs were involved in different cancer
types, signalling pathways and cell cycle, among others. These results support the

individual function of each of these miRNAs.

The mid-term impact of SARS-CoV-2 on PHIV leads to an increase in biomarkers
associated with chronic inflammation, accelerated aging of the immune system, a higher
risk of developing tumours early, and developing CVD. Further investigation is needed
into how the increase in these markers may affect the development of long-term

comorbidities.
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1.1. Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

1.1.1. Epidemiologia del VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), sigue siendo un problema de salud
publica global. Segun el ultimo informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
se estima que 39 millones de personas estan infectadas por VIH, también conocidas
como personas con VIH (PVIH), con 1,3 millones de nuevas infecciones y 630.000
muertes por afio (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2023a). En Espafia, las cifras
mas recientes estiman la existencia de 150.000 PVIH (Programa Conjunto de las

Naciones Unidas sobre el VIH/Sida (ONUSIDA), 2023a).
1.1.2. Aspectos virolégicos del VIH

El VIH, perteneciente a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae y género
Lentivirus (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983), fue identificado como el agente
causante del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 1981

(Communicable Disease Center (CDC), 1981, 1982).

En base a las caracteristicas genéticas y diferencias a nivel de antigenos virales, el VIH se
clasifica en dos tipos: VIH tipo 1 (VIH-1) y VIH tipo 2 (VIH-2), los cuales comparten entre
un 40 y 50% de homologia genética y una estructura genémica similar (Delgado, 2011).
El VIH-1 es el subtipo mas prevalente, siendo el responsable de la mayoria de las
infecciones a nivel global (ONUSIDA, 2023b) mientras que el VIH-2 presenta una menor
prevalencia y virulencia, y es endémico principalmente en algunos paises del Africa

Occidental y Portugal (Visseaux et al., 2016).

En cuanto a su estructura, el VIH-1 estd envuelto por una bicapa lipidica donde se
encuentran las glucoproteinas integrales de membrana, formadas por heterodimeros
de la proteina gp4l y trimeros de la proteina gp120. Bajo la envoltura lipidica, se
encuentra la matriz proteica formada por la proteina p17, seguida de la capside viral

constituida por proteinas estructurales, siendo la proteina p24 una de las principales. La
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capside contiene el material genético, formado por dos moléculas idénticas de acido
ribonucleico (ARN) monocatenario de polaridad positiva (ARNmc+), la nucleoproteina
p7 vy las enzimas virales transcriptasa inversa, proteasa e integrasa. Al conjunto formado
por la capside y el material genético del VIH se le denomina nucleocapside (Turner &

Summers, 1999) (Figura 1).

}gp1zo

-

gpal

Proteasa
ARN gendémico

Capside
Matriz

Transcriptasa inversa
Nucleocapside

Integrasa

Bicapa lipidica

Figura 1. Estructura esquematica de un virion de VIH.

El genoma del VIH-1 tiene una longitud aproximada de 9,8 kilobases (kb) y estd formado
por nueve genes principales divididos en tres categorias: genes que codifican para las
proteinas estructurales (gag y env), genes que codifican para las enzimas virales
esenciales (pol), y genes que codifican para las proteinas reguladoras (tat, rev, nef, vif,
vpr y vpu). Ademads, esta delimitado en los extremos 5’ y 3’ por secuencias repetidas
largas llamadas LTR, de sus siglas en inglés “Long Terminal Repeat”, que favorecen la
replicacion y transcripcién, asi como la integracién del genoma viral en el acido
desoxirribonucleico (ADN) gendmico de la célula huésped (Frankel & Young, 1998;

Greene, 1991) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del VIH-1
mostrando los polipéptidos codificados en los 3 marcos de lectura posibles.

1.1.3. Transmision del VIH

Debido a la presencia del VIH en fluidos corporales como los fluidos vaginales, el semen,
la sangre y la leche materna, las principales vias de transmision del VIH son a través de
relaciones sexuales, el uso de drogas intravenosas y transmision vertical durante el

embarazo, el parto o la lactancia (K & PG., 2023).

1.1.4. Fisiopatogenia del VIH

La infeccion por VIH se desarrolla en las siguientes fases clinicas:

Fase 1. Primoinfeccion. La infeccidn por el VIH se desencadena cuando el virus entra en
contacto con células del sistema inmunitario, especialmente linfocitos T CD4+, su célula
diana, y comienza a replicarse. Pasadas 48-72 horas, el virus se disemina a los ganglios
linfaticos periféricos, donde permanece durante 7-21 dias (fase eclipse). Después de ese
periodo, la carga viral se vuelve detectable en la sangre y el virus comienza a replicarse
rapidamente, lo que resulta en la destruccién de los linfocitos T CD4+ activados. Durante
esta primera etapa, el VIH establece una infeccidn latente en ciertos tejidos y células, lo

gue da lugar a la formacion de los reservorios virales (Ortega et al., 2022).

Fase 2. Crdnica asintomatica. Durante esta etapa, el sistema inmune adaptativo se
activa, lo que resulta en una disminucion de la viremia, aunque el virus continuda
replicdndose. Esta replicacion es minima y se mantiene principalmente en estado

latente en los reservorios virales. Durante este periodo, los niveles de linfocitos T CD4+
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permanecen estables, pero van disminuyendo gradualmente. Ademds, debido a la
presién inmune continua, se desarrollan variantes virales, inflamacidon crénica

persistente y senescencia inmune precoz (Ortega et al., 2022).

Fase 3. Fase avanzada o SIDA. En ausencia de tratamiento, el curso natural de la
infeccidn por el VIH evoluciona hacia esta tercera etapa, caracterizada por una respuesta
inmunitaria débil y una pérdida de control sobre la infeccion, dando lugar a elevadas
cargas virales, una destruccion masiva de linfocitos T CD4+ y un descenso de los niveles
de linfocitos T CD8+, principalmente. Como consecuencia se alcanza un estado de
inmunosupresién susceptible a infecciones oportunistas y al desarrollo de
comorbilidades, como el envejecimiento, enfermedad cardiovascular y el desarrollo de
ciertos tipos de cancer, pudiendo desencadenar su muerte prematura (Ortega et al.,

2022).

1.1.5. Tratamiento de la infeccion por VIH

El tratamiento de la infeccidn del VIH se basa en el uso de la terapia antirretroviral (TAR),
con el objetivo de controlar y reducir al maximo la replicacién del virus (CDC, 2022). En
la actualidad, existen distintas opciones de tratamiento en funcién de las distintas
familias de farmacos entre las que se incluyen los inhibidores de la transcriptasa inversa
andlogos de nucledsidos (ITANs), inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogos de
nucledsidos (ITNANs), inhibidores de la entrada (IE), inhibidores de la proteasa (IP) e
inhibidores de la integrasa (ll) (Cihlar & Fordyce, 2016; Qadir & Malik, 2010; Suttisintong
et al., 2019).

La TAR ha mejorado tanto la cantidad como la calidad de vida de las PVIH, a través del
control de la replicacidn viral, la consiguiente reduccién de la carga viral y la restauracién
del nimero de linfocitos T CD4+ (Bhaskaran et al., 2008; Mocroft et al., 2007). Sin
embargo, hoy en dia, a pesar de estos avances y del incremento de la poblacién con
acceso al TAR, la eliminacién definitiva de la infeccién por el VIH parece audn

inalcanzable.
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Impacto a largo plazo de la infeccion por VIH

El amplio acceso a la TAR a nivel global ha reducido significativamente la tasa de
progresion clinica a SIDA, disminuyendo la morbi-mortalidad y mejorando, por lo tanto,
la calidad de vida de los pacientes (Lundgren et al.,, 2015; Palella et al., 1998). Sin
embargo, a pesar de estos avances, la infeccién por VIH, incluso en personas bajo una
TAR eficaz, se caracteriza por una activacién inmunoldgica persistente y una produccion
desregulada de citoquinas, las cuales son clave en la desregulacién del sistema

inmunitario y la progresién hacia el SIDA (Dalgleish & O'Byrne, 2002).

Ademas, esta activacién inmunitaria crénica persistente e inflamacién observada en
PVIH, a pesar de la TAR, conlleva a un mayor riesgo de desarrollar comorbilidades no
relacionadas con el SIDA (Zicari et al., 2019), tradicionalmente asociadas a la poblacién
de edad avanzada, que incluyen el desarrollo de cancer no asociados al VIH, patologias
cardiovasculares y alteraciones metabdlicas, entre otras (Deeks & Phillips, 2009;

Guaraldi et al., 2011; Nasi et al., 2014).

1.1.6. Inflamacion cronica y envejecimiento prematuro asociado a la infeccion

por VIH

La infeccidn crénica por VIH se caracteriza por una activacidn inmunoldgica persistente
y una produccion desregulada de citoquinas, las cuales son clave en la desregulacién del

sistema inmunitario y la progresion hacia el SIDA (Dalgleish & O'Byrne, 2002).

En la regulacién de la respuesta inmunitaria e inflamatoria, las citoquinas desempefian
un papel crucial. Estas moléculas son proteinas y glucoproteinas solubles que actuan
como reguladores sistémicos, mediando respuestas inmunitarias especificas y

coordinando respuestas inflamatorias generales.
Biomarcadores asociados a inflamacion crénica

Estimulan o inhiben respuestas celulares, diferenciandose en: a) citoquinas

proinflamatorias, como las interleuquinas 8 (IL-8) y 1 (IL-1), asi como los factores de
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necrosis tumoral (TNF, de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor”), que activan
células inflamatorias; y b) las antiinflamatorias, como las interleuquinas 10 (IL-10) y 1ra
(IL-1ra), asi como los receptores solubles de IL-1 y TNF. Por otro lado, la interleuquina 6
(IL-6) exhibe una naturaleza dual, ya que puede tener efectos proinflamatorios o

antiinflamatorias, dependiendo del contexto (Borish & Steinke, 2003).

En la Tabla 1 se recogen las principales citoquinas inflamatorias asociadas a inflamacion

cronica.

Tabla 1. Citoquinas inflamatorias —Biomarcadores asociados a inflamacion crénica

Biomarcador i Papel asociado a inflamacion i UniProt*
Factores estimuladores de colonias
- Actian en la hematopoyesis controlando Ia
G-CSF produccidn, diferenciacion y funcién de los granulocitos
. . P09919
(CSF3) y los monocitos-macrofagos.
- Induce la produccidn de granulocitos.
- Regulaciéon de la supervivencia, proliferacion y
diferenciaciéon de células precursoras hematopoyéticas,
especialmente los fagocitos mononucleares, como los
GM-CSF , )

(CSF1) macrofagos y los monoFltos. 5 S P09603
- Promueve la liberacion de quimioquinas
proinflamatorias = inmunidad innatay en los procesos

______________ _inflamatorios. ________ ]
Interleuquinas
- Citoquina proinflamatoria potente.
- Induce multiples respuestas inmunitarias y procesos

IL-18 inflamatorios, como la activacién de células T y B. P01584

(IL1B) - Promueve la diferenciacion de células T hacia Th17 y
trabaja en sinergia con otras citoquinas como IL-12,

TNF-a e IL-6.
- Producida por células T en respuesta a estimulos
antigénicos.
IL-2 - Es hecesaria pz?\ra la proliferacion de células T y otras
(I12) funmones esenciales para la regulacion de la respuesta P60568
inmune.
- Puede activar células B, monocitos, células asesinas
activadas por linfocinas, células NK y células de glioma.
IL-4 - Pr,o<.:IUC|da por mastocitos, células T, eosindfilos y PO5112
(1La) basdfilos.
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- Papel clave en la regulaciéon de la producciéon de
anticuerpos, la hematopoyesis y la inflamacion, asi
como en el desarrollo de respuestas de células T
efectoras.

- Regula la produccion de anticuerpos.

- Induce la expresidon de moléculas MHC de clase .

- Producida por linfocitos Ty células NK que desempefia
un papel importante en la supervivencia, diferenciacion

IL-5 o ) e
y quimiotaxis de los eosindfilos. P05113

(IL5) , . . . .

- Actua sobre células B para inducir la produccién de
inmunoglobulinas.

- Potente inductor de la respuesta de fase aguda.

- Papel esencial en la diferenciacidon de células B en
células secretoras de inmunoglobulinas.

- Participa en la diferenciacién de linfocitos y

IL-6 .

(IL6) monczutos. , , ' ’ P05231
- Actua sobre células B, células T, hepatocitos, células
progenitoras hematopoyéticas y células del sistema
nervioso central.

- Esencial para la generacién de células Th17.
- Inhibe la sintesis de varias citoquinas, incluyendo IFN-
IL-10 gamma, IL-2, IL-3, TNF-a y GM-CSF producidas por
. . . . P22301
(IL10) macroéfagos activados y por células T auxiliares.
- Pertenece a la familia de la IL-10.
- Actla como factor de crecimiento para células Ty NK
activadas, y estimula la produccién de IFN-gamma.
- Induce inflamacién autoinmune y podria estar
IL-12p70 implicada en enfermedades autoinflamatorias y en la
P P29460
(IL12B) tumorigénesis.
- Se asocia con la IL-23A formando la IL-23, cuyo papel
es clave en la inmunidad innata y adaptativa.
- Promueve la produccion de citoquinas inflamatorias.
- Inhibe la produccion de citoquinas inflamatorias.
- Sinergia con IL2 en la regulacién de la sintesis de

IL-13 interferén-gamrrj?. 3

(IL13) - Puede ser critico en la regulacién de respuestas | P35225
inflamatorias e inmunitarias.

- Regula positivamente la expresion de IL-31RA en
macrofagos (por similitud).
- Citoquina efectora del sistema inmunitario innato y
adaptativo implicada en la respuesta inflamatoria.
IL-17A - Induce la activacién y reclutamiento de neutréfilos en Q16552
(IL27A) sitios de infeccion e inflamacion.
- Media la quimiotaxis de los neutrdfilos en el epitelio
de las vias respiratorias.
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- Implicada en el mantenimiento de la integridad de las
barreras epiteliales durante la inflamacion y Ia
infeccion.

- Promueve la inflamacién y ayuda en la reparacion de
barreras celulares.

(1L18) - Actia en sinergia con IL-12 para estimular la Ql4116
______________ _produccion de IFN-gamma en células T-helpertipol. | | _________|
Factores de necrosis tumoral

- Producida principalmente por macrdéfagos.
- Puede inducir la muerte de ciertas lineas celulares

TNF-a tumorales.

(TNF) - Se une a TNFRSF1A y TNFRSF1B. PO1375
- Puede estimular la proliferacion celular e inducir la
diferenciacién celular.

- Producida por linfocitos.
TNF-B - Actividad citotdxica para una amplia gama de células
P01374
(LTA) tumorales.
______________ _-Seune a TNFRSF1A TNFRSFIBY TNFRSFL4 (HVEM). |
Interferones
- Interferdn tipo Il producido por células inmunitarias
como células Ty NK.
- Activa la respuesta antimicrobiana, antiviral y

INF-y antiEumoraI. , ,

(IFNG) - Senaliza a través de la via JAK-STAT. P01579
- Mejora la presentacién de antigenos y la generacién
de péptidos para el MHC.

- Participa en la regulacién de células madre
hematopoyéticas.

IFN-a - Producido por macréfagos.

L (IFNA) | - Actividadantiviral. e
Quimioquinas
- Factor quimiotactico para monocitos y basdfilos, pero

MCP-1 no paraj neutréfilhos o eosinodfilos. .

(ccL2) - Podria estar involucrado en el reclutamiento de P13500
monocitos en la pared arterial durante el proceso de
enfermedad de la aterosclerosis.

MIP-1a - Propiedades inflamatorias y quimiotacticas.

(CCL3) - Uno de los principales factores supresores del VIH P10147
producidos por las células T CD8+.

- Propiedades inflamatorias y quimiotacticas.
MIP-1B - Se une al correceptor CCR5. P13236
(CCL4) - Uno de los principales factores supresores del VIH

producidos por las células T CD8+.
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- Factor quimiotactico para neutrdfilos, basoéfilos y
IL-8 células T, pero no a monocitos.

(CXCL8) - Papel importante en la activacion de neutrofilos.

- Liberado en respuesta a un estimulo inflamatorio.

- Factor quimiotactico para monocitos y linfocitos T.

- Importante durante infecciones virales al activar y { P02778

dirigir células inmunitarias hacia los sitios infectados.

P10145

IP-10
(CXCL10)

Notas. El nombre del biomarcador se ha representado como: nombre utilizado en el
estudio (simbolo oficial). *Se ha utilizado la fuente UniProt (Consortium, 2023) para
obtener la informacién referente a cada una de las proteinas. Abreviaturas: G-CSF,
factor estimulante de colonias de granulocitos (de sus siglas en inglés “granulocyte
colony-stimulating factor”); CSF3, factor estimulante de colonias 3 (de sus siglas en
inglés “colony stimulating factor 3”); GM-CSF, factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (de sus siglas en inglés “granulocyte macrophage colony-
stimulating factor”); CSF1, factor estimulante de colonias 1 (de sus siglas en inglés
“colony stimulating factor 1”); IL-1B/IL1B, interleuquina 1 beta; IL-2/IL2, interleuquina
2; IL-4/1L4, interleuquina 4; IL-5/IL5, interleuquina 5; IL-6/IL6, interleuquina 6; IL-10/IL10,
interleuquina 10; IL12p70, interleuquina 12p70 (heterodimero p70 de la interleuquina
12); IL12B, interleuquina 12 subunidad beta; IL-13/1L13, interleuquina 13; IL-17A/IL17A,
interleuquina 17A; IL-18/1L18, interleuquina 18; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa
(de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor alpha”); TNF, factor de necrosis tumoral
(de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor”); TNF-B, factor de necrosis tumoral beta
(de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor beta”); LTA, linfotoxina alfa (de sus siglas
en inglés “tymphotoxin-alpha”); IFN-y /IFNG, interferén gamma; IFN-q, interferdn alfa;
IFNA1, interferdn alfa 1; MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos 1 (de sus siglas
en inglés “monocyte Chemoattractant Protein-1"); CCL2, ligando 2 de quimioquinas con
motivo C-C (de sus siglas en inglés “C-C motif chemokine 2"); MIP-1a, proteina
inflamatoria de los macrofagos de tipo 1 alfa (de sus siglas en inglés “macrophage
inflammatory protein-1 alpha”); CCL3, ligando 3 de quimioquinas con motivo C-C (de sus
siglas en inglés “C-C motif chemokine 3”); MIP-1B, proteina inflamatoria de los
macréfagos de tipo 1 beta (de sus siglas en inglés “macrophage inflammatory protein-1
beta”); CCL4, ligando 4 de quimioquinas con motivo C-C (de sus siglas en inglés “C-C
motif chemokine 4”); IL-8, interleuquina 8; CXCLS, ligando 8 de quimioquina con motivo
C-X-C (de sus siglas en inglés “C-X-C Motif Chemokine Ligand 8); IP-10, proteina 10
inducible por interferén-gamma (de sus siglas en inglés “Interferon-gamma inducible
Protein 10kDa"); CXCL10, ligando 10 de quimioquina con motivo C-X-C (de sus siglas en
inglés “C-X-C Motif Chemokine Ligand 10”).
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La implementacion de la TAR conlleva a una normalizacién en los niveles de las IL-4, IL-
6 e IL-10, cercanos a los de individuos no infectados por VIH (Akase et al., 2017; Osuiji et
al., 2018). Sin embargo, citoquinas proinflamatorias como TGF-B y TNF-a (TNF), no
experimentan una normalizacidon completa después de 1 afio de tratamiento (Osuji et
al., 2018). Por tanto, a pesar de la TAR, no se logra reducir completamente la respuesta
inflamatoria, manteniéndose un estado inmunolégico crénico de baja intensidad en
PVIH en comparacion con individuos no infectados (Hileman & Funderburg, 2017; Zicari

et al., 2019).

La activacion inmunoldgica crénica por la infeccidon por VIH es ademas un factor que
acelera la senescencia celular del sistema inmune o inmunosenescencia. La senescencia
celular es un mecanismo de control que detiene de forma permanente e irreversible el
crecimiento de células premalignas, contribuyendo asi en la prevencion de la formacién
y desarrollo de tumores. En este proceso, las células cambian fenotipicamente y pasan
a secretar componentes especificos, que son moléculas asociadas a un fenotipo secretor
asociado a senescencia (SASP, de sus siglas en inglés "Senescence-Associated Secretory

Phenotype").

Sin embargo, mientras que es un mecanismo beneficioso que permite reparar el tejido
danado y evitar el desarrollo de tumores, promueve el envejecimiento del entorno

tisular adyacente (Coppé et al., 2010; Cuollo et al., 2020; Gorgoulis et al., 2019).

Biomarcadores asociados a envejecimiento prematuro

El SASP se caracteriza por la liberacidn de sefiales proinflamatorias y factores de
crecimiento, entre otros, por parte de células senescentes, para la reparacién de tejidos
y 6rganos. Entre las citoquinas asociadas al SASP, destacan el TNF-a (TNF), IL-1pB, IL-6, IL-
8 (CXCL8) y MCP-1 (CCL2) (Freund et al., 2010; Tchkonia et al., 2013). Asimismo, se
incluyen otros factores solubles como interleuquinas (IL-7 o IL-13), quimioquinas (MCP-
4 o MIP-1a (CCL3)) y factores de crecimiento (EGF, VEGF o HGF), que desempefian un
papel crucial en la inflamacién y la comunicacién entre células (Coppé et al., 2010). El

mantenimiento de este fenotipo senescente de manera prolongada puede tener efectos
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adversos, como la disfuncion generalizada de los érganos y la tumorigénesis (Gasek et

al., 2021; Lee & Schmitt, 2019; Wyld et al., 2020).

La Tabla 2 recoge las citoquinas inflamatorias asociadas al fenotipo SASP.

Tabla 2. Citoquinas inflamatorias SASP —Biomarcadores asociados a envejecimiento
prematuro

1 1
. 1 Papel de citoquinas inflamatorias en senescencia - 1
Biomarcador | - < I FUENTE
i SASP i
Factores estimuladores de colonias
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células
G-CSF d e P ) (Coppé et
senescentes, especificamente es secretada en niveles
(CSF3) ) al., 2010)
elevados por fibroblastos senescentes.
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células ,
GM-CSF 5 . P ) (Coppé et
senescentes, especificamente es secretada en niveles
(CSF1) ) al., 2010)
_____________ elevados por fibroblastos senescentes. | "
Citoquinas
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células
senescentes, especificamente es secretada por células
endoteliales senescentes, fibroblastos células ,
IL-1B o . . . y i (Coppé et
epiteliales senescentes inducidas por quimioterapia.
(IL1B) P . ] al., 2010)
- Puede influir en células cercanas a través de
receptores de superficie celular, desencadenando vias
de sefializaciéon especificas.
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células
senescentes. (Coppé et
- Se considera la citoquina SASP mds prominente. bp
. - . N al., 2010;
IL-6 - Asociada a senescencia inducida por dafio al ADN y Ershler
(IL6) estrés oncogénico en queratinocitos, melanocitos, 2003: Li 'et
monocitos, fibroblastos y células epiteliales. ’
. . al., 2014)
- Sus niveles se asocian con el proceso de
envejecimiento.
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células ,
(Coppé et
senescentes.
- Sus niveles se asocian con el proceso de al,, 2010;
IL-13 enveiecimiento P Dickinson
(IL13) ) ' . . . etal.,
- Promueve la produccién de especies reactivas de 5016: Li et
oxigeno en células epiteliales de las vias respiratorias ’
al., 2014)
humanas.
IL-18 - Citoquina inductora de senescencia en fibroblastos | (Zhang et
(IL18) pulmonares. al., 2019)
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. . . . Braumdill
TNF-a - Citoquina secretada por células T-helper tipo I. (er ot al
(TNF) - Inductora de senescencia en células tumorales. 2013)"
- Aunque no se encuentra entre las citoquinas SASP mas
) ) ) . (Gubernat
TNF-B reconocidas, esta citoquina puede estar asociada con el
iy . L . orova et
(LTA) inicio y la progresiéon de la inflamacién crénica y la al,, 2021)
tumorigénesis. v’
. . . . Braumdill
INF-y - Citoquina secretada por células T-helper tipo I. (er :{ aIu
(IFNG) - Inductora de senescencia en células tumorales. 2013)"
Quimioquinas
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células
. . (Gardner
senescentes, especificamente considerada ot al
MCP-1 componente del SASP de las células musculares lisas .
2015; Jin
(CCL2) vasculares.
. , et al.,
- Se ha observado que su produccién por células 2016)
senescentes exacerba la senescencia.
. . : : . Coppé et
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células (Copp
- . al., 2010;
MIP-1a senescentes, especificamente considerada Gardner
(ccL3) componente del SASP de las células musculares lisas ot al
I . v
vasculares 2015)
. . . . . (Coppé et
- Citoquina descrita dentro del perfil secretor de células
. . al., 2010;
MIP-183 senescentes, especificamente considerada Gardner
(ccL4) componente del SASP de las células musculares lisas ot al
vasculares. o
2015)
IL-8 - Citoquina descrita dentro del perfil secretor de la | (Coppé et
(CXCL8) mayoria de las células senescentes. al., 2010)
pa0 S s e e S S g
(CXCL10) ’ P P al., 2019)
senescentes.

Notas. El nombre del biomarcador se ha representado como: nombre utilizado en el

estudio (simbolo oficial). Abreviaturas: G-CSF, factor estimulante de colonias de

granulocitos (de sus siglas en inglés “granulocyte colony-stimulating factor”); CSF3,

factor estimulante de colonias 3 (de sus siglas en inglés “colony stimulating factor 3”);

GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos (de sus siglas en

inglés “granulocyte macrophage colony-stimulating factor”); CSF1, factor estimulante

de colonias 1 (de sus siglas en inglés “colony stimulating factor 1”); IL-1B/IL1B,
interleuquina 1 beta; IL-6/IL6, interleuquina 6; IL-13/IL13, interleuquina 13; IL-18/1L18,
interleuquina 18; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa (de sus siglas en inglés “tumor

necrosis factor alpha”); TNF, factor de necrosis tumoral (de sus siglas en inglés “tumor
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necrosis factor”); TNF-B, factor de necrosis tumoral beta (de sus siglas en inglés “tumor
necrosis factor beta”); LTA, linfotoxina alpha (de sus siglas en inglés “tymphotoxin-
alpha”); IFN-y/IFNG, interferén gamma; IFN-a/IFNA1, interferdn alfa 1; MCP-1, proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (de sus siglas en inglés “monocyte Chemoattractant
Protein-1"); CCL2, ligando 2 de quimioquinas con motivo C-C (de sus siglas en inglés “C-
C motif chemokine 2”); MIP-1a, proteina inflamatoria de los macréfagos de tipo 1 alfa
(“macrophage inflammatory protein-1 alpha”); CCL3, ligando 3 de quimioquinas con
motivo C-C (de sus siglas en inglés “C-C motif chemokine 3”); MIP-1B, proteina
inflamatoria de los macréfagos de tipo 1 beta ( de sus siglas en inglés “macrophage
inflammatory protein-1 beta”); CCL4, ligando 4 de quimioquinas con motivo C-C (de sus
siglas en inglés “C-C motif chemokine 4”); IL-8, interleuquina 8; CXCL8, ligando de
quimioquina 8 con motivo C-X-C (de sus siglas en inglés “C-X-C Motif Chemokine Ligand
8”); IP-10, proteina 10 inducible por interferon-gamma (de sus siglas en inglés
“Interferon-gamma inducible Protein 10kDa”); CXCL10, ligando 10 de quimioquina con
motivo C-X-C (de sus siglas en inglés “C-X-C Motif Chemokine Ligand 10”).

Las infecciones virales, producen senescencia inducida por virus (SIV), indistinguible de
otras formas de senescencia celular y que estd acompanado de la produccion del SASP
(Lee et al., 2021). En el contexto de la infeccién por VIH, las PVIH experimentan un
proceso de envejecimiento prematuro en comparacién con la poblacién general, que es
exacerbado por el estado inflamatorio crénico de baja intensidad que no se consigue
reducir completamente con la TAR (De Pablo-Bernal et al., 2016; Guaraldi et al., 2011).
Ademas, las PVIH presentan una expresion elevada de citoquinas asociadas al SASP,
incluyendo IL-6, IL-1B, IL-7 e interleuquina 15 (IL-15) (Freeman et al., 2016; Tasca et al.,
2012).

1.1.7. Riesgo de desarrollo de cancer asociado a la infeccion por VIH

Respuestas inmunitarias desreguladas o exacerbadas pueden contribuir a la aparicién y
desarrollo de tumores. Algunos virus, conocidos como virus oncogénicos, tienen la
capacidad de favorecer per se la aparicion de tumores (White et al., 2022). De hecho,
alrededor del 20% de los canceres en humanos son causados por agentes infecciosos, y
aproximadamente el 15% de estos se puede atribuir a infecciones virales (White et al.,

2014).
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En cuanto al VIH, en si no causa directamente cancer. Sin embargo, la infeccién por VIH
debilita el sistema inmunitario, lo que resulta en un mayor riesgo de desarrollo de
diversos tipos de cancer en las PVIH, conocidos como cdnceres asociados a VIH, en
comparacion con la poblacién general. Los mas comunes son el sarcoma de Kaposi, el
linfoma de Hodgkin y el cancer de cérvix, pero existen otros no definitorios de SIDA que
pueden afectar al higado, la boca, la faringe, los pulmones, entre otros (Meijide et al.,
2017; Yarchoan & Uldrick, 2018). De hecho, se ha postulado, que el VIH por si mismo
podria ser un factor de riesgo independiente que contribuye al desarrollo de cancer (Lee
et al., 2016), al igual que la disminucién del sistema inmunitario, la inmunosenescencia

y las coinfecciones con otros virus oncogénicos (Frega et al., 2020).

Biomarcadores asociados a riesgo de desarrollo de cdncer

Los puntos de control inmunitario (PCl) son mecanismos esenciales del sistema
inmunitario que regulan la activacién de las células T, previniendo respuestas
inmunitarias exacerbadas y la autoinmunidad (Funes et al., 2019). Los PCl se activan
cuando proteinas especificas en la superficie de las células T se unen a proteinas
especificas de células presentadoras de antigenos (CPA) (Figura 3) (INC, 2022; Wykes &
Lewin, 2018). La interaccidn de estas proteinas, conocidas como proteinas asociadas a
PCl, envia sefales que pueden activar las células T o, en su defecto, suprimir su
respuesta. Esto permite una correcta respuesta inmunitaria, manteniendo la auto-
tolerancia y controlando su duracidn, reduciendo asi los posibles danos en los tejidos
del huésped (Figura 3) (INC, 2022; Wykes & Lewin, 2018). Una activacién persistente de
células T puede inducir su agotamiento celular, caracterizado por la pérdida gradual de
las funciones efectoras de las células T y de su capacidad de autorrenovacién,

asociandose de forma indirecta a la aparicion de tumores (Chow et al., 2022).
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HVEM \

GITRL
CD80/CD86
CD155
PD-L2
PD-L1

Galectina 9

MHC-II
CD80/CD86

CD40

souasijue ap eiopejuasaid ejn|a)

CD252

4-1BBL

ICOSL

CD70 )

Figura 3. Regulacién de la respuesta inmunitaria a través de PCIl: interacciones entre
células Ty CPA. Modificada de Wikes et al. (2018) (Wykes & Lewin, 2018). Abreviaturas:
BTLA, asociado a linfocitos B y T (de sus siglas en inglés “B And T lymphocyte
associated”); HVEM, mediador de entrada del virus herpes (de sus siglas en inglés
“Herpes virus entry mediator”); GITR, proteina relacionada con TNFR inducida por
glucocorticoides humanos(de sus siglas en inglés “Glucocorticoid-induced TNF receptor-
related protein”); GITRL, ligando de GITR (de sus siglas en inglés “GITR ligand”); CTLA-4,
antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos (de sus siglas en inglés “Cytotoxic t-lymphocyte
antigen 4”); CD80, cluster de diferenciacion 80 (de sus siglas en inglés “Cluster of

J
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differentiation 80”); CD86, cluster de diferenciacion 86 (de sus siglas en inglés “Cluster
of differentiation 86”); TIGIT, inmunorreceptor de células T con inmunoglobulina y
dominio ITIM (de sus siglas en inglés “T cell immunoreceptor with immunoglobulin and
ITIM domain”); CD155, cluster de diferenciacién 155 (de sus siglas en inglés “Cluster of
differentiation 155”); PD-1, proteina 1 de muerte celular programada (de sus siglas en
inglés “Programmed cell death protein 1”); PD-L2, ligando 2 de muerte celular
programada (de sus siglas en inglés “Programmed cell death 1 ligand 2”); PD-L1, ligando
1 de muerte celular programada (de sus siglas en inglés “Programmed cell death 1 ligand
1”); TIM-3, dominio de inmunoglobulina y dominio 3 de mucina de células T (de sus siglas
en inglés “T-cell immunoglobulin and mucin domain-3”); LAG-3, gen de activacion de
linfocitos tipo 3 (de sus siglas en inglés “Lymphocyte-activation gene 3”); TCR, receptor
de células T (de sus siglas en inglés “T cell receptor”); CD28, clister de diferenciacién 28
(de sus siglas en inglés “Cluster of differentiation 28”); MHC-II, complejo mayor de
histocompatibilidad 1l (de sus siglas en inglés “Major histocompatibility complex 1I”);
CDA40L, ligando de CD40 (de sus siglas en inglés “CD40 ligand”); CD40, clister de
diferenciacién 40 (de sus siglas en inglés “Cluster of differentiation 40”); CD134, cluster
de diferenciacién 134 (de sus siglas en inglés “Cluster of differentiation 134”); CD252,
cluster de diferenciacidn 252 (de sus siglas en inglés “Cluster of differentiation 252”); 4-
1BBL, ligando de 4-1BB (de sus siglas en inglés “4-1BB ligand”); 1COS, coestimulador
inducible de células T (de sus siglas en inglés “Inducible T-cell costimulator”); 1COS-L,
ligando de ICOS (de sus siglas en inglés “ICOS ligand”); CD27, cluster de diferenciacién
27 (de sus siglas en inglés “Cluster of differentiation 27); CD70, cluster de diferenciacion
(de sus siglas en inglés “Cluster of differentiation 70”); CPA, célula presentadora de
antigenos.

Las proteinas de los PCl pueden encontrarse tanto asociados a la membrana plasmatica
como en forma soluble (Gu et al., 2018). Aunque se ha prestado mayor atencion a las
asociadas a membrana en términos de investigacion y aplicacion, los niveles plasmaticos
de la forma soluble desempefian un papel crucial como potenciales biomarcadores. De
hecho, la variacidn en sus niveles plasmaticos esta estrechamente vinculada al inicio y
la progresion de distintos tipos de tumores, por lo que pueden ser utilizados como
biomarcadores potenciales para el diagndstico y prondstico de desarrollo del cancer

(Chakrabarti et al., 2019; Dong et al., 2020; Gu et al., 2018).

La Tabla 3 recoge las proteinas mas estudiadas relacionadas con los PCI. Algunas de

estas proteinas, como CD152 (CTLA-4) y CD28, comparten ligandos y compiten por estos,
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desencadenando distintos efectos sobre las células T (Van Coillie et al., 2020). Aunque
las interacciones entre proteinas asociadas a PCl suelen afectar a las células T, en el caso
de ciertas proteinas como B7H6 puede no ser asi. Esta molécula en concreto se expresa
en células tumorales e interactta con las células asesinas naturales (NK, de sus siglas en

inglés”Natural Killer") donde se encuentra expresado su ligando.

Tabla 3. Proteinas asociadas a PCl — Biomarcadores asociados a riesgo de desarrollo de

cancer.
: i i EFECTOEN 1
i 1 5 1 1 h 1
Biomarcador ] LOCALIZACION ] LIGANDO ] CELULAS T ] FUENTE
Superfamilia inmunoglobulinas (1gSF)
| 1eSF-B7 . e e e N
CD152
; - Inhibicién (Van
CD80 Ce'”'ai:urlz‘:r;oc'tos’ (CTLA-4) Coillie et
CD28 Coestimuladora | al., 2020)
, , (Roussel
Icos-L | CelulasB, macrofagos, | no ogtimuladora | & Vinh,
células dendriticas
2021)
P monetos, | PPL | nibicon | nead et
D274 ’ ’ PDCD1
(c ) células cancerosas (PDCD1) al., 2019)
3|ul iti Latch
PD-12 C(;:Iill;salz dnir;g:ggzsc‘;s PD-1 Inhibicién (na:tf arlna
(PDCD1LG2) MONOCItos (PDCD1) 2001)
(Gutierre
B7H6 Superficie de las z-Franco
NK NA
(NCR3LG1) células tumorales P30 et al.,,
2018)
Células T, células NK,
CD276 células d(’endrltlcas, Sin Ilgajr?do Bimodal (S. Liu et
macroéfagos, especifico al., 2021)
monocitos
Neutrdfilos,
VISTA eo§|nofllos, baéc?fllos, o (J. Wang
(VSIR) células dendriticas, VSIG3 Inhibicion et al.,
células T, macrofagos 2019)
_______________ __asocladosatumor | ________ | ___ .
SOl e
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CD80 (Van
CD28 Células T reguladoras CDS6 Coestimuladora | Coillie et
al., 2020)
PD-L1 (Boussiot
PD-1 Células T, células B, (CD274) e .
, . Inhibicién is et al.,,
(PDCD1) células NK, monocitos PD-L2 2014)
(PDCD1LG2)
(Gaikwad
BTLA Células B, células T HVEM Inhibicion et al.,
2022)
, (Van
CD152 Cellulas T reg'uladoras, CD80 Inhibicién Coillie et
e e a1, 2020)
| 1gSF-CD2 R e o —
(Brown
CDh48 Células T, células B CD244 NA et al.,
@ e S e __1998) |
 1gSF-no determinada | ______ e e
. (Matlung
CDA47 'Vrf;:(’)fé"ltgs; SIRPa NA etal.,
2017)
Células T, células NK, (Chocarr
LAG-3 células B, células MHC-II Inhibicion oetal,
I ___.dendriticas ____ | ___________ 22020
Familia TIM
TIM-3 Células dendriticas, . o (Das et
(HAVCR2) monocitos, células T Galectina 9 Inhibicion al., 2017)
TIM-4L Inhibicién (Rodrigu
TIM-4 Células dendriticas, €z
X Manzane
(TIMD4) macrofagos TIM-1 Coestimuladora | ¢ et al.,
I I S e 2009)__]
Familia TNF/RSF
CD137/4 1BB | Células T, Células NK, 4-1BBL Coestimuladora (Menk et
(TNFRSF9) algunos neutréfilos (TNFSF9) al., 2018)
(Hintzen
CD27 Células T CD70 Coestimuladora etal,,
1994)
(Huang
GITR
Células T GITRL Inhibicion et al.,
(TNFRSF18) 2019)
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HVEM Células T, células B, BTLA Inhibicién (G;:I;vlvad
(TNFRSF14) células mieloides 2022)
CD134 Células T, células NK, CD252 Coestimuladora (Croft et
___(TNFRSF4) | ____neutrofilos | __(TNFSF4) al., 2009)
Familia S100
ecomorimt (Gebhar
S100A8/A9 NA Coestimuladora | dtetal.,
ento de
2006)
_______________ @ eee—ee—ee—ee— _Patrones ]
Enzima
(Uyttenh
IDO . . e
(IDO1) Interior celular Triptéfano Inhibicién ove et
al., 2003)

Notas. El nombre del biomarcador se ha representado como: nombre utilizado en el estudio
(simbolo oficial). Abreviaturas: 1gSF, superfamilia de inmunoglobulinas (de sus siglas en
inglés “inmunoglobulin superfamily”); CD80, cluster de diferenciacién 80 (de sus siglas
en inglés “cluster of differentiation 80”); 1COS-L, ligando de ICOS (de sus siglas en inglés
“ICOS ligand”); PD-L1, ligando 1 de muerte celular programada (de sus siglas en inglés
“programmed cell death 1 ligand 1”); CD274, cluster de diferenciacion 274 (de sus siglas
en inglés “cluster of differentiation 274"); PD-L2/ PDCD1LG2, ligando 2 de muerte celular
programada (de sus siglas en inglés “programmed cell death 1 ligand 2”); B7H6, B7
homdlogo 6 (de sus siglas en inglés “B7 homolog 6”); NCR3LG1, ligando 1 del receptor 3
desencadenante de citotoxicidad natural (de sus siglas en inglés “Natural cytotoxicity
triggering receptor 3 ligand 1”); CD276, cluster de diferenciacién 276 (de sus siglas en
inglés “cluster of differentiation 276”); VISTA, Supresor de la activacion de linfocitos T
con dominio variable de inmunoglobulina (de sus siglas en inglés “v-domain Ig
suppressor of T cell activation”); VSIR, receptor inmunorregulador del conjunto V (de sus
siglas en inglés “v-set immunoregulatory receptor”); CD28, cluster de diferenciacién 28
(de sus siglas en inglés “cluster of differentiation 28”); PD-1/PDCD1, proteina 1 de
muerte celular programada (de sus siglas en inglés “programmed cell death 1”); BTLA,
atenuador de linfocitos By T (de sus siglas en inglés “B And T lymphocyte associated”);
CD152, cluster de diferenciacion 152 (de sus siglas del inglés “cluster of differentiation
152"); CTLA-4, antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos (de sus siglas en inglés “Cytotoxic t-
lymphocyte antigen 4”); CD48, cluster de diferenciacion 48 (de sus siglas en inglés
“cluster of differentiation 48”); CD244, cluster de diferenciacion 244 (de sus siglas en
inglés “cluster of differentiation 244”); CD47, cluster de diferenciacién 47 (de sus siglas
en inglés “cluster of differentiation 47”); SIRPa, proteina alfa reguladora de la sefial (de
sus siglas en inglés “signal regulatory protein a”); LAG-3, gen de activacién de linfocitos
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tipo 3 (de sus siglas en inglés “lymphocyte-activation gene 3”); MHC-1l, complejo mayor
de histocompatibilidad Il (de sus siglas en inglés “major histocompatibility complex II");
TIM-3, dominio de inmunoglobulina y dominio 3 de mucina de células T (de sus siglas en
inglés “T-cell immunoglobulin mucin-3”); HAVCR2, receptor celular 2 del virus de la
hepatitis A (de sus siglas en inglés “hepatitis A virus cellular receptor 2”); TIM-4/TIMD4,
dominio de inmunoglobulina y dominio 4 de mucina de células T (de sus siglas en inglés
“T-cell immunoglobulin mucin-4"); TIM-4L, ligando TIM-4 (de sus siglas en inglés “ligand
TIM-4"); TIM-1, dominio de inmunoglobulina y dominio 1 de mucina de células T (de sus
siglas en inglés ““T-cell immunoglobulin mucin-1"); CD137, cluster de diferenciacion 137
(de sus siglas en inglés “cluster of differentiation 137"); 4-1BBL, ligando de 4-1BB (de sus
siglas en inglés “ligand 4-1BB”); TNFRSF9, miembro 9 de la superfamilia de receptores
del factor de necrosis tumoral (de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor receptor
superfamily member 9”); CD27, cluster de diferenciacidon 27 (de sus siglas en inglés
“cluster of differentiation 27"); CD70, cluster de diferenciacién 70 (de sus siglas en inglés
“cluster of differentiation 70”); GITR, proteina relacionada con TNFR inducida por
glucocorticoides humanos(de sus siglas en inglés “glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor”); GITR-L, ligando de GITR (de sus siglas en inglés “ligand GITR”);
TNFRSF18, miembro 9 de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral
(de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor receptor superfamily member 18”); HVEM,
mediador de entrada del virus herpes (de sus siglas en inglés “herpes virus entry
mediator”); TNFRSF14, miembro 14 de la superfamilia de receptores del factor de
necrosis tumoral (de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor receptor superfamily
member 14”); CD134, cluster de diferenciacién 134 (de sus siglas en inglés “cluster of
differentiation 134”); TNFRSF4, miembro 4 de la superfamilia de receptores del factor
de necrosis tumoral (de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor receptor superfamily
member 4”); TNFSF4, miembro 4 de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis
tumoral (de sus siglas en inglés” tumor necrosis factor ligand superfamily member 4”);
CD252, cluster de diferenciacion 252 (de sus siglas en inglés “cluster of differentiation
252”); IDO1, indoleamina 2,3-dioxigenasa (de sus siglas en inglés “indoleamine 2,3-
dioxygenase”); NA, no aplica; NK, naturales asesinas (de sus siglas en ingles “natural
killer”).

El agotamiento de las células T como consecuencia de la activacién inmune persistente
por la infeccidn por VIH (Eggena et al., 2005; Fenwick et al., 2019), también produce una
alteracion de la expresion de estas proteinas asociadas a PCl, como PD-1 (PDCD1) y
CD152 (CTLA-4), tanto en su forma asociada a membrana como en su forma soluble (W.

Li et al., 2022; Wykes & Lewin, 2018).
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1.1.8. Enfermedad cardiovascular asociada a la infeccion por VIH

La enfermedad cardiovascular (ECV) abarca una gran variedad de trastornos que afectan
al corazén y los vasos sanguineos, como la cardiopatia coronaria, las enfermedades
cardiovasculares y las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares, entre otras

(OMS, 2017).

La ECV ocupa el segundo lugar como causa de muerte en PVIH bajo la TAR (Croxford et
al., 2017). En comparacién con la poblacién general, las PVIH presentan un riesgo de
desarrollar ECV entre 1,5 a 2 veces mayor (Feinstein et al., 2019), debido principalmente
a la compleja interaccién de factores como el tabaquismo, mala alimentacién, obesidad
y estrés (Hemkens & Bucher, 2014; Martin-lguacel et al., 2015), con los propios de la
infeccion VIH, tales como la activacién inmunoldgica persistente, la inflamacién
sistémica, la disfuncion endotelial y el aumento de la actividad trombética, asi como la
administraciéon prolongada de la TAR, que conlleva al desarrollo de trastornos
metabdlicos como dislipidemia, la resistencia a insulina y la diabetes (de Gaetano Donati

et al., 2010; Di Biagio et al., 2012; Kelesidis & Currier, 2014; Post, 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Factores de riesgo para el desarrollo de ECV en PVIH. Abreviaturas: VIH, virus
de la inmunodeficiencia humana; FT, factor tisular; ECV, enfermedad cardiovascular;
PVIH, personas con VIH.

En comparacién con la poblacién general, se ha descrito que las PVIH también presentan
una incidencia mds elevada de trombosis arterial y venosa (Bibas et al., 2011; Rokx et
al., 2020). Este aumento puede atribuirse a diversas causas, entre las cuales destaca la
desregulacién del sistema inmunitario y la inflamacién crénica inducida por el VIH,

incluso en PVIH con TAR. Este estado inflamatorio conlleva a la disfuncion de las células
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endoteliales, aterosclerosis y activacion plaquetaria, generando un aumento de la
trombosis arterial. Ademas, los monocitos activados expresan la proteina procoagulante
factor tisular (FT), que puede activar el sistema de coagulacién. Por consiguiente, la
activacion del sistema de coagulacion y de las plaguetas puede desencadenar episodios

de trombosis venosa (Perkins et al., 2023) (Figura 4).

Biomarcadores asociados al desarrollo de enfermedad cardiovascular

La identificacion de biomarcadores predictivos detectables en sangre, capaces de
predecir el riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares, representa uno de los
principales desafios de la medicina cardiovascular. Aunque aln no se ha establecido un
biomarcador universal, existen distintos marcadores cuya alteracién esta asociada con
diversas patologias cardiovasculares, como las troponinas, péptidos natriuréticos y la

proteina C reactiva (Gualandro et al., 2019; Martin-Ventura et al., 2009).

Los péptidos natriuréticos (BNP, de sus siglas en ingles “brain natriuretic peptide”),
principalmente sintetizados en los miocitos auriculares y ventriculares, se liberan en
respuesta a la elongacién celular causada por la sobrecarga de presion o expansién del
volumen del ventriculo (Del Ry et al., 2014). Se almacenan en forma pro-BNP y se liberan
en dos moléculas: NT-proBNP (Propéptido natriurético cerebral N-terminal, de sus siglas
en inglés “N-terminal probrain natriuretic peptide”), inactiva, y BNP activo (Salomone
OA, 2002). La liberacién de NT-proBNP, inducida por dafio a los miocitos cardiacos o la

hipoxia, se utiliza como marcador de estrés miocardico (Volpe et al., 2014).

Los niveles circulantes de la troponina I, proteina muscular encargada de regular la
contraccion del musculo cardiaco, son empleados como biomarcador para evaluar el
riesgo de desarrollar sindromes coronarios agudos e infarto agudo de miocardio (Duque-

Ossa et al., 2023; Soetkamp et al., 2017).

La inflamacidén crénica juega un papel crucial en el desarrollo y progresion de ECV. Esta
inflamacidn crénica esta intrinsecamente ligada a ciertas proteinas y citoquinas con

capacidad de modular la respuesta inmunoldgica y, por ende, influir en la inflamacién
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asociada con las ECV, estableciendo una conexion directa con eventos cardiovasculares
(Bartekova et al., 2018; Golia et al., 2014; Williams et al., 2019). Esta relacion entre
inflamacidén y eventos cardiovasculares ha llevado al estudio e identificacién de algunas
proteinas y citoquinas como posibles indicadores potenciales de riesgo cardiovascular,
considerandose como posibles biomarcadores inflamatorios asociados a ECV (Martin-
Ventura et al.,, 2009). En la Tabla 4 se encuentran recogidos los biomarcadores

inflamatorios asociados a ECV mas destacados.

Tabla 4. Biomarcadores inflamatorios asociados a ECV.

1 1 1
Biomarcador | Tipo de molécula |} Relacion ECV | FUENTE
Proteina sintetizada . ,
, Niveles elevados de proteina
en el higado en . .
respuesta a |a C reactiva son indicadores de
ProteinaC | . p' T inflamacioén cardiovascular, (Kuppa et
. inflamacidn sistémica, . .
reactiva . asociado a un mayor riesgo al., 2023)
ampliamente
. . de desarrollar eventos
estudiada y utilizada ]
L L .. cardiovasculares.
en la practica clinica
Relacionada con (Harvey &
IFN-y Citoquina aterosclerosis, Ramiji,
) . desempenando un papel 2005;
(IFNG) proinflamatoria . .
complejo con acciones tanto | Voloshyna
pro como antiaterogénicas. | etal., 2014)
Citoquinas
proinflamatorias, La activacion del .
. . . (Pfeiler et
pertenecientes a la inflamasoma se ha asociado
. L . al., 2019;
IL-1B (IL1B) e familia de a la patogénesis de diversas
. . . van Hout &
IL-18 (1L18) interleuquinas 1, ECV, como aterosclerosis, Bosch
estrechamente infarto de miocardio e ’
. . . ) 2018)
relacionadas con el insuficiencia cardiaca.
inflamasoma.
. . Esta citoquina esta
Citoquina .
. . relacionada con procesos
proinflamatoria que . .
inflamatorios y puede estar
TNF-a se presenta involucrada en aleunas ECV (Nash et al.,
(TNF) principalmente dos guna: ’ 2019)
como aterosclerosis,
formas, alfa (TNF-a) y .
enfermedad coronaria e
beta (TNF-B). . . .
insuficiencia cardiaca.
. . Vinculada al desarrollo de
IL-6 Citoquina - (Suetal.,
) . ECV. Especificamente, el
(IL6) proinflamatoria ., 2021)
aumento en la expresion de
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esta citoquina se ha asociado
con ateroesclerosis, dafio
cerebrovascular, insuficiencia
cardiaca e infarto de
miocardio.

Puede actuar sobre células
vasculares y cardiacas,
induciendo procesos
inflamatorios, coagulacién y (Robert &
trombosis. Ademas, se ha Miossec,
asociado con la patogénesis 2017)
de ECV, como son la
aterosclerosis y el infarto de
miocardio.
Relacionada con procesos
inflamatorios en las arterias y
con la formacion de placas de
ateroma. Esta citoquina tiene
la capacidad de atraer células
del sistema inmunitario hacia
la zona de la lesion vascular,
contribuyendo asi a la
progresién de aterosclerosis.
Debido a su actividad
guimiotdctica, se ha
relacionado con un mayor
riesgo de dano

MCP-1 Molécula de cardiovascular,
(CcCL2) sefalizacion celular | contribuyendo a la formacién
de placas aterosclerdticas.
Ademas, se ha relacionado
con la miocarditis y la lesion
isquémica.
Elevados niveles de ferritina
Proteina encargada podrian estar relacionados
de almacenar, con aterosclerosis y (Williams et
transportary liberar enfermedad coronaria, al., 2002)
hierro. pudiéndose considerar un
factor de riesgo.

IL-17A Isoforma A de la
(ILa7A) interleuquina 17

(An et al.,
2019)

IL-8 Citoquina
(CXcLs) proinflamatoria

(Niu &
Kolattukudy
, 2009)

Ferritina

Notas. El nombre del biomarcador se ha representado como: nombre utilizado en el
estudio (simbolo oficial). Abreviaturas: IFN-y/IFGN, interferon gamma; IL-1B/IL1B,
interleuquina 1 beta; IL-18/IL18, interleuquina 18; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa
(de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor alpha”); TNF, factor de necrosis tumoral
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(de sus siglas en inglés “tumor necrosis factor”); IL-6/1L6, interleuquina 6; IL-17A/IL17A,
Interleuquina 17A; IL-8, interleuquina 8; CXCLS, ligando de quimioquina 8 con motivo C-
X-C (de sus siglas en inglés “C-X-C Motif Chemokine Ligand 8”); MCP-1, proteina
qguimioatrayente de monocitos 1 (de sus siglas en inglés “monocyte Chemoattractant
Protein-1"); CCL2, ligando 2 de quimioquinas con motivo C-C (de sus siglas en inglés “C-
C motif chemokine 2”).

Los factores de la cascada de coagulacion resultan esenciales en el equilibrio de la
hemostasia, representando el Ultimo eslabdn de este proceso fisioldgico. Se dividen en
dos vias: la intrinseca (XII, XI, IX, VIII) y la extrinseca (Factor von Willebrand (FYW) VIl 'y
FT). Ademas, algunos participan en una via comun en la que convergen la intrinseca y la
extrinseca, como los factores X, XllI, Vy VII, la protrombina, antitrombina y las proteinas

Py S dependientes de vitamina K (Green, 2006).

Alteraciones en los parametros de coagulacion pueden asociarse al desarrollo de
patologias protrombdticas o hemorragicas (Lagrange & Wenzel, 2019). La cascada de
coagulacién también es importante en procesos aterosclerdticos y lesiones isquémicas

lo que hace que sea considerada un mecanismo central de la ECV (Ten Cate et al., 2017).

En el contexto clinico, el producto de degradacién de los coagulos formados, conocido
como dimero D, es utilizado como biomarcador para respaldar el diagndstico de
coagulopatias. Niveles elevados de dimero D se interpretan como una activacién
excesiva de la cascada de coagulacién y formaciéon de coagulos, asociandose
estrechamente a condiciones trombdticas como trombosis venosa profunda o embolia

pulmonar (Halaby et al., 2015; Wilbur & Shian, 2012).

El FYW previene y controla las hemorragias al participar de manera activa en el proceso
de hemostasia, facilitando la adhesion plaquetaria y contribuyendo a la formacién del
tapdn plaquetario. En el contexto de las ECV, su papel es relevante ya que puede afectar
a la respuesta trombatica y la formacion de coagulos sanguineos. Niveles elevados en
circulacidon de esta molécula se han asociado con un mayor riesgo de sufrir eventos

trombéticos, asi como de disfuncién endotelial (Shahidi, 2017; Vischer, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Factores de la cascada de coagulacidn. Abreviaturas: FvW, Factor von
Willebrand; FT, factor tisular.

1.2. Virus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2)

1.2.1. Epidemiologia del SARS-CoV-2

El coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo-2 (SARS-CoV-2), agente causal de

la COVID-19, es el séptimo coronavirus que afecta a humanos (Rauf et al., 2020). Segun
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la OMS, en 2023, el SARS-CoV-2 ya habria infectado a cerca de 760 millones de personas
en todo el mundo, y ha causado un total aproximado de 6,9 millones de muertes (OMS.,

2023b).
1.2.2. Aspectos virologicos del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae y
género Betacoronavirus (Gao et al., 2020; Lai et al., 2020). Es un virus envuelto por una
bicapa lipidica en la que se insertan las glucoproteinas estructurales: espicula (S), la
membrana (M) y envuelta (E). En el interior del viridn, se encuentra la nucleocdpside (N)
y el material genético del SARS-CoV-2 que consiste en un ARN monocatenario de
polaridad positiva (ARNmc+). Ademds, el genoma viral codifica proteinas no
estructurales clave para la replicacién y la regulacidon de la respuesta del huésped

(Mousavizadeh & Ghasemi, 2021; Naqvi et al., 2020; Viruses, 2020) (Figura 6).
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Figura 6. Estructura esquematica de un virion de SARS-CoV-2. Abreviaturas: ARNmc+,
acido ribonucleico monocatenario de polaridad positiva.

El genoma del SARS-CoV-2, presenta una longitud aproximada de 30 kb (Rabaan et al.,
2020; Wu et al., 2020). Su estructura es similar a otros coronavirus, con extremo 5’ y
cola poliadenilada en el extremo 3’. Contiene dos marcos abiertos de lectura (ORF, de
sus siglas en inglés “open reading frames”) principales, ORFla y ORF1b (Li et al., 2020;

Mousavizadeh & Ghasemi, 2021), que contienen al menos once genes, que codifican
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para las proteinas no estructurales (ORF1la y ORF1b), estructurales principales (S, E, My

N) y accesorias (3a, 6, 7a, entre otras) (Mousavizadeh & Ghasemi, 2021) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del SARS-CoV-2.
Abreviaturas: UTR, regiones no traducidas (de sus siglas en inglés “unstranlated
region”); ORF, marcos abiertos de lectura (de sus siglas en inglés “open reading frames”).

1.2.3. Transmision del SARS-CoV-2

La principal forma de propagacién del SARS-CoV-2 ocurre a través de la inhalacion de
particulas suspendidas y aerosoles liberados por personas infectadas al exhalar o
estornudar. Sin embargo, se ha sugerido la posibilidad de transmisién a través del
contacto indirecto con fomites en superficies cercanas a la persona infectada, aunque
no existen suficientes evidencias cientificas que respalden esta via de transmisién (OMS,

2020).

1.2.4. Fisiopatogenia del SARS-CoV-2

La infeccion por SARS-CoV-2 se desarrolla en las siguientes fases clinicas:

Fase 1. Fase de infeccion temprana. La infeccién por SARS-CoV-2 se inicia cuando el
SARS-CoV-2 se une mediante su glucoproteina S al receptor de la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ECA2) de células humanas, abundantes en epitelio de pulmén e
intestino delgado y endotelio vascular (Siddigi & Mehra, 2020). Durante esta fase, el
virus se replica e instala en el huésped, principalmente en el sistema respiratorio (Jones

et al.,, 2021).
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Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es esencial para la regulacién
fisiolégica del organismo y estda formado por diferentes enzimas entre las que se
encuentra la ECA2. En un individuo sano, esta enzima tiene como funcion hidrolizar
diferentes angiotensinas (Tikellis & Thomas, 2012) en productos que promueven la
vasodilatacion y tienen efectos antitrombdticos, antiinflamatorios, antifibréticos y
antiprofilerativos (Choi et al., 2020). Durante la infeccion por SARS-CoV-2, el virus utiliza
la ECA2 como receptor para infectar a las células, especialmente las células epiteliales
del pulmén. Esta interaccidn, entre el virus y el receptor ECA2, desregula el SRAA al
quedar bloqueada ECA2, reduciendo su propia actividad, y como consecuencia
favoreciendo un estado proinflamatorio, protrombdtico y profibrético en drganos como
el corazon, los pulmones y los rifiones (Kuba et al., 2005; Vaduganathan et al., 2020). En
consecuencia, la infeccion por SARS-CoV-2 incrementa el riesgo de complicaciones
cardiovasculares, pulmonares y metabdlicas asociadas al desequilibrio del SRAA

(Beyerstedt et al., 2021; Elshafei et al., 2021; Gao et al., 2022).

Fase 2. Fase pulmonar. Durante esta etapa, la replicacién viral continla, dando lugar a
una inflamacién principalmente en el pulmodn, lo que conduce al desarrollo de neumonia

en la mayoria de los pacientes (Siddigi & Mehra, 2020).

Fase 3. Inflamacidn y coagulopatia. Esta etapa se desarrolla en una pequefia proporcién
de individuos con COVID-19, manifestdandose como un sindrome de hiperinflamacion
sistémica. Durante esta fase, se observa una disminucién en el nimero de células Ty
niveles elevados de citoquinas proinflamatorias. Ademads, se presentan manifestaciones
clinicas como insuficiencia respiratoria o incluso afectacidn organica sistémica (Siddiqi

& Mehra, 2020).

1.2.5. Tratamiento de la COVID-19

Las vacunas contra la COVID-19 han demostrado ser una herramienta efectiva en la

lucha contra la propagacion y desarrollo de la enfermedad, contribuyendo
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significativamente a frenar la pandemia (U.S. Department of Health and Human Services
(HHS), 2023). En Espafia, la vacunacién contra el nuevo coronavirus comenzé el 27 de
diciembre de 2020. Dado el suministro limitado de vacunas, se implementaron
campanas de vacunacion gradual, priorizando a aquellos con mayor riesgo de sufrir
complicaciones graves y de estar expuestos al virus (Gobierno de Espafia (GOB), s.f.).
Segun las directrices cientificas, tanto a nivel nacional como internacional, las PVIH
fueron identificadas como una poblaciéon prioritaria (Mullender et al., 2022; Nomah et
al., 2022). En la actualidad, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, de sus siglas en
inglés “European Medicines Agency”) ha aprobado siete vacunas preventivas y efectivas
contra el SARS-CoV-2, que se dividen en tres categorias: las basadas en ARN mensajero
(Pfizer-BioNTech y Moderna), las de subunidades de proteinas virales (Sanofi/GSK,
Novavax y HIPRA Human Health) y las de vectores virales (AstraZeneca vy

Janssen/Johnson&Johnson) (European Medicines Agency (EMA), s.f.).

Ademas de las vacunas, existen ocho antivirales aprobados por la EMA (EMA, s.f.), que
tienen como objetivo controlar la replicacidn del virus y se han mostrado eficientes para

reducir el riesgo de desarrollar sintomas graves de la enfermedad COVID-19.

Impacto a largo plazo de la infeccion por SARS-CoV-2

Tras resolver la infeccidn, algunos pacientes experimentan secuelas y manifestaciones
clinicas que persisten durante semanas, meses o incluso afios, independientemente de
la gravedad inicial, y que no son explicadas por un diagnéstico alternativo, lo que se ha

denominado condicién post-COVID-19 (Chen et al., 2022).

Aunque se desconocen los mecanismos potenciales que favorecen el desarrollo de la
persistencia de sintomas, se ha planteado la posibilidad, de que un elemento clave
podria ser el mantenimiento a lo largo del tiempo del estado inflamatorio alterado
(Soriano & Ancochea, 2021), entre otros. De hecho, dos estudios han observado que,
incluso meses o anos después de la resolucion de la infecciéon por SARS-CoV-2, los
individuos presentan perfiles alterados de citoquinas inflamatorias, como la IL-8 (CXCL8)

(Loretelli et al., 2021; Ren et al., 2023).
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1.2.6. Inflamacidn cronica y envejecimiento prematuro asociado a la infeccion

por SARS-CoV-2

La respuesta inmunitaria desencadenada por la infeccion por SARS-CoV-2 puede
evolucionar en algunos casos hacia una liberacidon masiva de citoquinas proinflamatorias
en la fase aguda (Fajgenbaum & June, 2020), denominada tormenta de citoquinas, que
puede desencadenar el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), fallo

multiorganico y muerte (Jiang et al., 2022; Meyer et al., 2021).

Dicha tormenta de citoquinas podria originarse por una activacion excesiva del factor
nuclear kappa beta (NF-kB) a través de diversas vias (Zhou et al., 2023). En concreto,
este fendmeno resulta en una sobreexpresion de citoquinas y quimioquinas

proinflamatorias, como TNF-a (TNF), IL-1B, IL-6 y MCP-1 (CCL2) (Kircheis et al., 2020).

Se desconoce si la desregulacion observada en el perfil inflamatorio de citoquinas
durante la fase aguda de la infeccidn por SARS-CoV-2 podria mantenerse alterada a lo
largo del tiempo. En poblacién general, Wang et al. (2020) observaron una
normalizacion de los niveles plasmaticos de citoquinas pro y antiinflamatorias como IL-
2, IL-4, IL-19, TNF-a (TNF) e IFN-y (IFNG) tres semanas después de la infeccidn por SARS-
CoV-2 (Wang et al., 2020), pero otros estudios mostraron discrepancias. Se ha
observado niveles elevados de citoquinas inflamatorias, como IL-8 (CXCL8), después de
4,5 meses (Loretelli et al., 2021) y 1 afio (Ren et al., 2023) de la infeccidon por SARS-CoV-
2 en poblacién general. También se ha observado una desregulacion en los niveles de
citoquinas plasmaticas, como FGF2, VEGFA, EGF, IL-12p70 (IL12B), IL-13 e IL-6, que
puede ser clave en el desarrollo de secuelas y sintomas a medio y largo plazo

(Bekbossynova et al., 2023).

La SIV ha sido muy estudiada en el contexto de la COVID-19. Al igual que lo observado
en PVIH, el SARS-CoV-2 también induce senescencia y un aumento del SASP (Tripathi et
al., 2021). Asi, durante la fase aguda de la infeccién se liberan numerosas citoquinas
proinflamatorias, como IL-6, IL-8 (CXCL8) o TNF-a (TNF), entre otras (Lynch et al., 2021).

Ademads, esta induccidn de la senescencia celular se intensifica en personas mayores,
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que tienen una mayor proporcién de células senescentes preexistentes en sus tejidos y

una menor capacidad para eliminarlas (Schmitt et al., 2023).

La desregulacion del SASP no se limita a la fase aguda de la infeccidn, sino que también
se observa en individuos que se han recuperado de la infeccion por SARS-CoV-2. El
estudio realizado por Loretelli et al. (2021) demostré que, tras 4,5 meses desde la
infeccidn, los niveles de algunas de estas citoquinas (IL-1pB, IL-7, IL-8 (CXCL8), IFN-y (IFNG)
y MIP-1a (CCL3)) eran significativamente mayores respecto a controles no infectados
(Loretelli et al., 2021). Asimismo, otros autores confirmaron la existencia de un aumento
en los niveles de las citoquinas IL-13, MIP-1a (CCL3), IL-1a e IL-15, asociadas al SASP,

después de 6 meses desde la infeccién (Bekbossynova et al., 2023).

1.2.7. Riesgo de desarrollo de cancer asociado la infeccion por SARS-CoV-2

Considerando la capacidad del SARS-CoV-2 para modular vias oncogénicas (Gomez-
Carballa et al., 2022), fomentar la inflamacién crénica de bajo grado y ocasionar dafio
tisular, surge la posibilidad de que la infeccién por SARS-CoV-2 se convierta en un factor
de riesgo para la aparicion y recurrencia de diversos tipos de tumores (Jafarzadeh et al.,
2022; Jahankhani et al., 2023; Y. S. Li et al., 2022; Ogarek et al., 2023). A pesar de esto,
aun no se dispone de suficientes evidencias acerca de si la COVID-19 podria tener
repercusiones a largo plazo, incrementando el riesgo de cancer en aquellos individuos

sin historial previo de malignidades.

En la poblacién general, se ha observado un aumento de los niveles solubles de
proteinas asociadas a PCl durante la fase aguda de la infeccién por SARS-CoV-2 (Bellesi
et al., 2020; W. Li et al., 2022; Shahbaz et al., 2021). Esta desregulacidon también se ha
observado meses después de la resolucién de la infeccién. Individuos recuperados de
SARS-CoV-2, mostraban niveles plasmaticos mas elevados de PD-1 (PDCD1) comparado
con controles no infectados 4,5 meses después de la infeccion (Loretelli et al., 2021).
Ademads, se ha observado un agotamiento funcional de células T, junto con una mayor
expresion de PD-1 (PDCD1), TIM-3 (HAVCR2) y TIGIT, tras 6 y 8 meses desde la infeccidon
(Opsteen et al., 2023; Phetsouphanh et al., 2022).
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Pero en el caso de poblaciones inmunocomprometidas, como las PVIH, se conoce muy

poco sobre la evolucidon y persistencia de estas alteraciones.
1.2.8. Enfermedad cardiovascular asociada a la infeccidon por SARS-CoV-2

Hasta la fecha, se han descrito una amplia variedad de secuelas y sintomas persistentes
en individuos recuperados de la COVID-19, entre las que se encuentran las
complicaciones cardiacas incluyendo arritmias, cardiopatias isquémicas o miocarditis
(Raman et al., 2022), alteraciones en la cascada de la coagulacion (Marzoog, 2022),
persistencia de niveles elevados de dimero D (Lehmann et al., 2021; Townsend et al.,
2021) y del FvW (Pretorius et al., 2021; Willems et al., 2023; Willems et al., 2022) entre
otros. Hallazgos clinicos respaldan estos resultados de laboratorio, mostrando una
afectaciéon cardiaca significativa en pacientes recuperados de la COVID-19, incluso en
casos leves. Se ha observado que el 78% de los pacientes manifiestan afectacién
cardiaca en resonancias magnéticas cardiovasculares, con inflamacién miocardica
persistente en el 60% de estos (Puntmann et al., 2020), y entre un 15-31% de individuos
evidencian lesiones cardiacas (Dennis et al., 2021), pero se desconoce si a medio y largo
plazo persisten estas alteraciones y si se reflejan en la desregulacion de marcadores de

la coagulacioén.
1.3. Impacto del SARS-CoV-2 en PVIH

La aparicion del nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, y la consecuente pandemia de COVID-
19 no solo ha sacudido el panorama global de la atencidn sanitaria, sino también ha
generado preocupaciones especificas para las PVIH (Jewell et al., 2020; Mc Lean et al.,

2021).

Como consecuencia de la pandemia de COVID-19, las metas 95-95-95 para la eliminacién
del VIH propuestas por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) para 2030 se han
visto comprometidas. Desde el aino 2020, se ha observado una marcada disminucién en
el nimero de personas que se han realizado la prueba del VIH y han iniciado

tratamiento, asi como en la disponibilidad de la profilaxis previa a la exposicién. Esta
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situacién ha dado lugar a un aumento significativo en las nuevas infecciones por VIH y
en las muertes relacionadas con el SIDA (Jewell et al., 2020; ONUSIDA, 2020).
Estimaciones recientes sugieren que en dos afios habra entre 120.000 y 290.000 nuevas
infecciones por VIH, junto con 70.000-150.000 muertes como resultado de esta

alteracion (Mc Lean et al., 2021).

El aumento en las nuevas infecciones por VIH sugiere la posibilidad de un incremento
en el numero de PVIH que también se vean afectadas por el SARS-CoV-2. Esto podria
favorecer el riesgo potencial de desarrollar comorbilidades a medio-largo plazo
derivadas de la infeccién previa por SARS-CoV-2 en este grupo de poblacion,
relacionadas con eventos cardiovasculares, alteraciones del sistema inmune y/o cancer
entre otros. En respuesta, surge la necesidad de llevar a cabo una vigilancia para evaluar
el impacto de la infeccion por SARS-CoV-2 entre las PVIH, con el objetivo de identificar

y prevenir posibles comorbilidades a medio-largo plazo (Ssentongo et al., 2021).

1.3.1. Impacto del SARS-CoV-2 en inflamacidon cronica y envejecimiento

prematuro en PVIH

A dia de hoy, apenas existe informacion sobre el impacto a medio y largo plazo del SARS-
CoV-2 en el perfil de citoquinas inflamatorias y senescencia en PVIH. Recientemente se
ha descrito que después de 4 meses desde la infeccién por SARS-CoV-2, PVIH mantienen
una desregulacidon significativa de proteinas asociadas a vias inflamatorias e
inmunolégicas, como CCL18 y CCL3, en comparacion con PVIH sin infeccién previa por
SARS-CoV-2 (Kolossvary et al.,, 2023). En linea con estos hallazgos, Peluso y
colaboradores (2022) observaron niveles elevados de citoquinas inflamatorias como IL-
6, IP-10 (CXCL10) y TNF-a (TNF), después de 16 semanas de la resolucién de la infeccién
por SARS-CoV-2 cuando compararon con un grupo control seronegativo para VIH. En
este trabajo, también se observé una relacion entre el aumento de los niveles de las
citoquinas asociadas a SASP, como IP-10 (CXCL10) y TNF-a (TNF), con un mayor riesgo

de desarrollar secuelas post-agudas de la infeccion por SARS-CoV-2 (Peluso et al., 2022).
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1.3.2. Impacto del SARS-CoV-2 en el riesgo de desarrollo de cancer en PVIH

En PVIH, apenas existe informacién sobre el impacto del SARS-CoV-2 a medio y largo
plazo sobre el desarrollo de cancer. Hay algunos trabajos que han evaluado los cambios
en las proteinas que regulan las proteinas asociadas a PCl como posibles predictores del
desarrollo de cancer, pero los resultados son aun discrepantes. Por un lado, Peluso y
colaboradores (2022) observaron que tras 4 meses desde la infeccidn por SARS-CoV-2,
las PVIH tenian niveles mas altos de expresion de PD-1 (PDCD1) en células T CD4+ en
comparacion con individuos seronegativos para VIH (Peluso et al., 2022). Ademas,
dentro del grupo formado por las PVIH, niveles mas altos de PD-1 estaban asociados con
un mayor riesgo de desarrollar secuelas (Peluso et al., 2022). Sin embargo, en PVIH,
Kolossvary et al. (2023) no observaron expresion diferencial de proteinas solubles
asociadas a PCl como LAG-3, PD-L1 (CD274), PD-L2 (PDCD1L2), TIM-4 (TIMD4) y CD27,
entre otros, tras el mismo tiempo desde de la infeccion por SARS-CoV-2 (Kolossvary et

al., 2023).

1.3.3. Impacto del SARS-CoV-2 en la enfermedad cardiovascular en PVIH

Las infecciones por SARS-CoV-2 y VIH estan estrechamente vinculadas al desarrollo de
ECV. La COVID-19 tiene un prondstico desfavorable en personas con factores
preexistentes de riesgo cardiovascular como hipertension arterial, diabetes o ECV. Dado
este contexto y el alto riesgo de eventos cardiovasculares en PVIH, resulta esencial
conocer como la sinergia entre ambos virus afecta al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares en PVIH. Previamente se han reportado complicaciones
cardiovasculares significativas, incluyendo infarto y arritmia, durante los tres meses
posteriores a la infeccion por SARS-CoV-2 en dos PVIH (Mazzitelli et al., 2022), asi como
una asociacién entre la COVID-19 y un mayor riesgo de eventos cardiovasculares en el

afo siguiente desde la infeccion por SARS-CoV-2 en PVIH (Martin-lguacel et al., 2024).

70



................................................................. - Introduccion

1.4. MicroRNAs

Los microRNAs (miARNs) son fragmentos cortos de ARN no codificante, con una longitud
de entre 18 y 25 nucledtidos. Desempefian un papel clave en la regulacion de un gran
numero de procesos biolégicos, modulando a mas del 60% de los genes que codifican
para proteinas y regulando la practica totalidad de procesos biolégicos (Catalanotto et
al., 2016; Lu & Rothenberg, 2018). Esta regulacién tiene lugar a nivel post-transcripcional
mediante la interaccién entre los nucledtidos del miARN y la regién no traducida del
extremo 3’ (3’'UTR) del ARN mensajero (ARNm). Un solo miARN puede modular la
expresion de varios e incluso cientos genes diana, y viceversa, donde un gen puede ser

regulado por multiples miARN.

1.4.1. Biogénesis de los miARNs

Existen dos vias de procesamiento para los miARNs: |la ruta candnica, que ha demostrado

ser la mas aceptada hasta la fecha, y la no candnica (O'Brien et al., 2018).

De acuerdo con esta ruta, el proceso comienza en el nucleo de la célula con la
transcripcion del ADN, generando un largo transcrito denominado miARN primario o pri-
miARN, mediante la ARN polimerasa II/Ill. Este transcrito adopta una estructura en
forma de horquilla generando un ARN bicatenario primario. A continuacion, una enzima
RNAsa Il nuclear (DROSHA), elimina las bases de la horquilla del pri-miARN dando lugar
a una nueva molécula conocida como pre-miARN. Este pre-miARN es transportado
desde el nucleo al citosol a través del complejo exportina 5 (XPO5)/RanGTP. Una vez en
el citoplasma, el pre-microARN es anclado y procesado por la enzima DICER, una
ribonucleasa de la familia de las ARNasas lll, que escinde el bucle de la estructura de
horquilla del pre-microARN, originando el miARN maduro de doble cadena con un

tamarfio de 21-24 nucledtidos (O'Brien et al., 2018).

Tras el procesamiento, una de las hebras del miARN maduro (3’ o 5’) se une a las
proteinas de la familia Argonaute (AGO), formando el complejo de silenciamiento

inducido por ARN denominado mRISC, de sus siglas en inglés “miARN-induced silencing
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complex” (complejo de silenciamiento inducido por miARN). Este complejo tiene la
capacidad de inhibir la expresidon de genes diana especificos. Para que se produzca el
silenciamiento de la expresién génica a través de mRISC, es necesario que haya
complementariedad de bases entre el extremo 5’ del miARN maduro (region semilla)
cargado en el complejo y la regién 3’-UTR del gen diana. Si la complementariedad es
total, se induce la degradacion del gen diana mediante la activacidon de la actividad
ribonucleasa de AGO2. En caso de complementariedad parcial, la actividad ribonucleasa
de AGO2 no se activa, y el complejo mRISC bloquea el acceso a la maquinaria de
traduccién (Figura 8). En ambos casos, se logra el silenciamiento de la expresidn génica

(O'Brien et al., 2018).
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Figura 8. Ruta candnica de la biogénesis de miARNs celulares. Adaptado de Lin et al.
(2015) (Lin & Gregory, 2015).

1.4.2. miARNs circulantes como marcadores predictivos

Los miARNSs no sélo producen sus efectos dentro de la célula en la que se producen, sino
gue también se liberan al medio extracelular, estando presente en distintos fluidos,

como la sangre y el liquido cerebroespinal, entre otros, tipicamente encapsulados en
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exosomas desde el compartimiento multivesicular de las células (Burgos et al., 2013;
Costa et al., 2014; Yang et al., 2012), aunque también aparecen libres o unidos a
complejos proteicos. Su presencia en los fluidos biolégicos cumple con una funcién de
comunicacion intersistémica, en la que las células del organismo intercambian miARNs
y otras moléculas reguladoras para transmitir determinados mensajes. Por lo tanto, los
cambios de expresién en la célula de origen asociados con estados fisioldgicos o
patoldgicos especificos se reflejan también en el medio extracelular (Pogribny, 2018),
convirtiéndose en excelentes biomarcadores reporteros de una determinada
enfermedad, pudiendo funcionar como predictores de evolucién o desarrollo de

comorbilidades.

Por lo tanto, su analisis en un fluido biolégico como el suero o el plasma, permite
identificar alteraciones que estan produciéndose en cualquier parte del organismo. En
especial en algunas infecciones como es el caso del VIH y la infeccién por SARS-CoV-2,
estudios previos han identificado que ambos virus secuestran la maquinaria que
produce estas vesiculas, para modificar su contenido y facilitar la infeccion a células
vecinas. Tanto es asi, que se han identificado miARNs circulantes asociados con la
severidad y mortalidad de la COVID-19. Por ejemplo, se han encontrado niveles elevados
de miR-22-3p y miR-21-5p en suero, que modulan genes de respuesta antiviral, y bajos
niveles de miR-224-5p y miR-155-5p, que modulan factores proinflamatorios (Giannella
et al., 2022). Los niveles diferenciales de estos miARNs permitieron clasificar de manera
efectiva entre casos graves y leves/moderados de COVID-19 Asimismo, se han
identificado miARNs, como let-7b-5p o miR-155-5p, como reguladores de los procesos
de coagulacién y trombosis en pacientes con COVID-19 (Eyileten et al., 2022). Ademas,
individuos recuperados de la COVID-19 también presentan perfiles de miARNs asociados
a sintomas o secuelas persistentes. Un ejemplo de ello es la expresién elevada del

mMiARN-21 en individuos recuperados de la COVID-19 con fibrosis pulmonar.

Sin embargo, se desconoce si existe un perfil de expresidn caracteristico en PVIH
recuperados de la COVID-19 que pueda asociarse con el desarrollo de determinadas

alteraciones tras la resolucion de la infeccion.
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2.1. Hipétesis

La infeccién aguda producida durante la pandemia por SARS-CoV-2 en PVIH conduce a
una desregulacién persistente del sistema inmunitario, dejando secuelas a medio plazo
gue desencadenan un envejecimiento prematuro, desarrollo de cdncer, ECV vy
trombosis. Estas condiciones son las principales comorbilidades asociadas a la infeccidn
por el VIH, lo que agrava el pronéstico de las PVIH. Estas secuelas pueden estudiarse a
través de las huellas que la infeccion por SARS-Co-V-2 deja en los niveles de marcadores

y miARNs plasmaticos.
2.2. Objetivo general

Analizar el impacto a medio plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 en PVIH sobre posibles
secuelas desarrolladas a medio plazo en la inflamacién crénica, el envejecimiento
prematuro, el riesgo de desarrollo de cédncer, la ECV, asi como la abundancia y perfil de

miARNs plasmaticos en comparacion con PVIH sin infeccidn previa por SARS-CoV-2.
2.3. Objetivos especificos

1. Evaluacién del impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en biomarcadores
plasmaticos asociados a la inflamacidn crénica y el envejecimiento prematuro en
PVIH.

2. Evaluacién del impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en biomarcadores
plasmaticos asociados al riesgo de desarrollo de cancer en PVIH.

3. Evaluacion del impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en biomarcadores
plasmaticos asociados al desarrollo de ECV en PVIH.

4. Caracterizacién del perfil de miARNs plasmaticos en PVIH que han resuelto la

infeccion por SARS-CoV-2.
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3.1. Pacientes

El presente trabajo es un estudio observacional de disefio transversal con caracter

retrospectivo.

Para llevarlo a cabo se incluyeron 95 PVIH, bajo TAR, seleccionados a través de las bases
de datos de doce hospitales del Sistema Nacional de Salud (Anexo 1) y estratificados en

funcion de la adquisicion o no, de la infeccidon por SARS-CoV-2 (Figura 9):

1. Grupo VIH/SARS (grupo de estudio): 48 PVIH tras > 4 semanas desde que se
diagnostico la infeccion por SARS-CoV-2 (PCR, de sus siglas en inglés “polymerase
chain reaction” (reaccidn en cadena de la polimerasa), positiva). Los pacientes de
este grupo fueron obtenidos de la Cohorte de la Red de Investigacién del SIDA
(CORIS) ubicada en el Biobanco del VIH del Hospital General Universitario Gregorio
Marafion.

2. Grupo VIH (grupo control): 47 PVIH sin infeccién previa por SARS-CoV-2. Los
pacientes incluidos en este grupo fueron reclutados antes del inicio de la pandemia

de COVID-19 (coleccion C.0003796-Biobanco del Instituto de Salud Carlos llI).

Ningun individuo incluido en el estudio habia sido vacunado frente al SARS-CoV-2 en el

momento de la obtencién de la muestra (1 abril, 2020 — 30 septiembre, 2020).

Los criterios de inclusion para todos los participantes de este trabajo fueron: ser mayor
de 18 afios y llevar con tratamiento antirretroviral exitoso al menos 1 afio con viremia
indetectable. Asimismo, los criterios de exclusién fueron: embarazo, presencia de
antigenos o anticuerpos frente al virus de la hepatitis B y C, infecciones oportunistas y

otras enfermedades: neoplasias, enfermedades cardiovasculares y autoinmunes.

El estudio se llevd a cabo siguiendo los principios establecidos en la Declaracién de
Helsinki, habiéndose obtenido el consentimiento informado por escrito de todos los

participantes. Ademas, el estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
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General Universitario Gregorio Marafidn (Referencia interna n2162/20), asi como por el

Instituto de Salud Carlos Il (CEI PI 18_2021).

— / Grupo VIH/SARS (estudio) \

VIH/SARS VIH/SARS
(n=48) (n=48)

- 2 4 semanas

Ningun participante vacunado frente

al SARS-CoV-2 Grupo VIH (control)

1%
oo )

Figura 9. Grupos de estudio.

3.2. Caracteristicas clinicas y epidemiologicas

Los datos epidemioldgicos y clinicos de los pacientes de estudio fueron obtenidos a

través de sus historias clinicas. Se recopilaron las siguientes variables:

- Variables epidemioldgicas: sexo, edad, indice de masa corporal (IMC), origen

étnico, tiempo de infeccion por VIH, tipo de TAR para el VIH, via de transmision
del VIH, gravedad de la infeccién por SARS-CoV-2, tiempo transcurrido desde el
diagndstico de la infeccidn por SARS-CoV-2 y la recoleccién de muestras.

- Variables hematoldgicas: niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ y recuento de

plaguetas.

- Variables bioguimicas: niveles séricos de aspartato transaminasa (AST), alanina

aminotransferasa (ALT) y la proporcion entre ambas (AST/ALT).
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- Variables metabdlicas: niveles de colesterol total, colesterol HDL (de sus siglas

en inglés “high-density lipoprotein”), triglicéridos, glucosa y creatinina.

3.3. Obtencion y procesamiento de las muestras de sangre

A partir de 30 mililitros (mL) de sangre de cada paciente, obtenida mediante puncién
venosa en tubos Vacutainer® (Becton-Dickinson, Estados Unidos) utilizando acido
etilendiamin tetraacético (EDTA, de sus siglas en inglés “ethylenediamine tetraacetic
acid”) como anticoagulante, se realizd una centrifugacion mediante gradiente de
densidad con el fin de separar el plasma de la fase celular (Figura 10). Para mejorar el
proceso, las muestras de sangre se diluyeron 1:1 en tampén fosfato salino (PBS, de sus
siglas en inglés “phospate buffered saline”) 1x. La sangre asi diluida se transfirié a un
tubo de 50 mL de SepMate™ (Stemcell Technologies, Canadd), donde se habian afiadido
previamente 15 mL de Lymphoprep™ (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada). Los
tubos se centrifugaron a 2.100 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 minutos en

una Centrifuge 5810R (Eppendorf, Alemania).

R

Sangre completa +——

— Plasma

2.100 rpm

20 minutos | CMSP

i

— Lymphoprep™

\/ —— Eritrocitos

Figura 10. Obtencion de plasma en muestras de sangre por centrifugacion en gradiente

Lymphoprep™ +——

de densidad. Abreviaturas: rpm, revoluciones por minuto; CMSP, células
mononucleares de sangre periférica.
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Con el fin de eliminar posibles restos celulares que pudieran interferir en la
cuantificacidn de citoquinas, las muestras de plasma de ambos grupos se clarificaron
mediante centrifugacion a 10.000g durante 10 minutos a 4°C (Centrifuge 5810R,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania), almacenando el sobrenadante a -80°C hasta su

posterior uso.

3.4. Andlisis de biomarcadores plasmaticos

Para la cuantificacion de los distintos biomarcadores plasmaticos se utilizé la tecnologia
Luminex xMAP mediante seis paneles diferentes de ProcartaPlex™ Multiplex
Immunoassays (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) (Anexo Il). Esta
tecnologia utiliza microesferas magnéticas para poder detectar y cuantificar
simultdneamente hasta 80 proteinas solubles en un mismo pocillo. Ademas, se basa en
técnicas de inmunoensayo y funciona de manera similar a los conocidos tipo
“sandwich”, donde primero se captura el analito con un anticuerpo primario y luego se
detecta con un anticuerpo secundario. Sin embargo, el sistema comercial empleado
destaca por su alto rendimiento, mayor eficacia, velocidad y la calidad superior de los

datos obtenidos (Valekova et al., 2015).

En primer lugar, tras el aclaramiento de las muestras, se diluyeron los sueros con Buffer
Universal de Ensayo (UAB, de sus siglas en inglés “universal assay buffer”) 1X, siguiendo
las instrucciones especificas del fabricante para cada panel y no siendo necesario en
todos los paneles. A continuacion, por cada pocillo se anadieron 50 microlitros (uL) de
microesferas especificas para cada analito en placas de 96 pocillos, seguido de 2 lavados
con Buffer de Lavado 1X (Lavador automatico Biotek ELx50 (Agilent Technologies,
Estados Unidos)). Luego, se prepard una curva estandar mediante diluciéon secuencial
1:4 de los estandares incluidos en el sistema comercial con Buffer UAB (1X), afiadiendo
25 ul por pocillo de cada muestra, estdndar y blanco a la placa. Posteriormente, la placa
se agitd a 500 rpm durante 30 minutos y se incubd a 4°C durante toda la noche para
aumentar la sensibilidad del inmunoensayo. Al dia siguiente, la placa se agitd

inicialmente a 500 rpm durante 30 minutos, luego se afiadieron 25 ul por pocillo del
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anticuerpo de deteccidn (Biotinylated detection Ab) y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad, con agitacidon a 500 rpm. Después, se realizaron
2 lavados, seguidos de la adiciéon de 50 pl de Estreptavidina- PE (de sus siglas en inglés
“phycoerythrin” (ficoeritrina)) por pocillo para detectar los diferentes analitos. Tras una
incubacién de 30 minutos con agitacién a 500 rpm, se procedié a un nuevo lavado de las

placas (Figura 11).

040 950 9!

+ v O Q Incubacién/lavado
_—
Esferas magnéticas Analitos 0
@) @)
) o i
+ Incubacién/lavado \)
0 Anticuerpo de deteccion N\
® @
'\.. » » Estreptavidina-PE
” “ )\\ Anticuerpo deteccién
'\) + Incubacién/lavado /i

Estreptavidina-PE — > \) Analito

.
@ P

Esfera magnética

Figura 11. Fundamento de los Inmunoensayos multiplex Procartaplex. Abreviaturas:
PE, de sus siglas en inglés “phycoerythrin” (ficoeritrina).

Todos los lavados se realizaron en un lavador automatico Biotek ELx50 (Agilent
Technologies, Estados Unidos) y la lectura de los distintos analitos se realizé mediante
la tecnologia Luminex 100/200 mediante el software Bio-Plex version 5.0. (BioRad,

Estados Unidos).

3.4.1. Biomarcadores asociados a la inflamacion crénica y el envejecimiento

prematuro

En primer lugar, se llevd a cabo la cuantificacion de 21 citoquinas solubles

proinflamatorias y antiinflamatorias, 13 de ellas relacionadas con SASP, utilizando el
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inmunoensayo multiplex Procartaplex “Human Cytokine Storm Panel 21-plex”

(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) (Anexo II).

3.4.2. Biomarcadores asociados al riesgo de desarrollar cancer

A continuacidn, se llevé a cabo la cuantificacién de los niveles de 23 proteinas solubles
asociadas a PCl, en particular pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas
(B7, CD28, IfCAMS), familia TIM, familia TNF/RSF, enzima IDO y S100, utilizando 2
inmunoensayos multiplex Procartaplex (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific®, Estados

Unidos) (Anexo Il).

3.4.3. Biomarcadores asociados al desarrollo de ECV

En relacién con la ECV, se cuantificaron los biomarcadores solubles troponina | y NT-
proBNP utilizando de nuevo inmunoensayos multiplex Procartaplex (Invitrogen™,

Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) (Anexo Il).

Por otro lado, se realizé la cuantificacion de 10 biomarcadores solubles relacionados con
la cascada de coagulacién utilizando 3 inmunoensayos multiplex Procartaplex
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos). Especificamente,
antitrombina, protrombina, factor X, factor Xll, factor XIll, factor IX, proteina S, proteina
C, VWF y dimero D incluidos en los paneles “Coagulation 4 Plex Human ProcartaPlex™
Panel 3” (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos), “Coagulation 6 Plex

Human ProcartaPlex™ Panel 1”7 y un panel Multiplex Procartaplex personalizado

(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) (Anexo II).

Asimismo, se llevd a cabo la cuantificacion del biomarcador inflamatorio ferritina,
asociado a ECV, mediante un panel de inmunoensayo multiplex Procartaplex
personalizado (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) (Anexo Il). Los
niveles de otros biomarcadores inflamatorios asociados a eventos cardiovasculares,

incluyendo PCR, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-18, TNF-a, TNF-B, IL-17A, IL.-8 y MCP-1 se midieron
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por inmunoensayo empleando los paneles Multiplex Procartaplex “Coagulation 6 Plex
Human ProcartaPlex™ Panel 1” y “Human Cytokine Storm Panel 21-plex (Invitrogen™,

Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) (Anexo II).

3.5. Estudio del perfil de expresion de miARNs plasmaticos mediante

secuenciacion masiva.

3.5.1. Seleccion de pacientes

La seleccidn de muestras para secuenciacion masiva es un paso limitante, debido al
elevado coste de la técnica. Por ello, se seleccionaron 20 individuos de cada grupo
mediante un proceso de seleccién basado en criterios demograficos especificos,
asegurando la equidad en la representacion de género, origen étnico e IMC entre ambos
grupos (Figura 12). Este tamafio muestral sera suficiente para alcanzar un adecuado
poder estadistico (minima tasa de cambio (FC, de sus siglas en inglés “fold change”) del

1,5 y tasa de falso descubrimiento (FDR, de sus siglas en inglés “false dscovery rate”)

~ / Grupo VIH/SARS (estudio) \
=S
[ |
|
I I
e 1 e
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|

|

acinado rentea SARS- l
CoV-2 |

|

I
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|
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|
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Figura 12. Subpoblacion de estudio para el analisis de miARNs.

PVVIH

3.5.2. Extraccion de ARN total
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La extraccién del ARN total enriquecido en miARNSs, se llevd a cabo a partir del plasma
utilizando el kit miRNeasy Serum/Plasma Advanced (Qiagen®, Alemania). Las muestras
fueron extraidas por duplicado utilizando el maximo volumen permitido por el kit (600
pl) con el objetivo de obtener un mayor rendimiento de microARNs para la

secuenciacion.

La cantidad y calidad de los ARN fueron analizadas mediante el sistema Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Estados Unidos) utilizando Chips Pico de ARN 6000
de Agilent (Agilent Technologies, Estados Unidos).

3.5.3. Preparacion de librerias de secuenciacion

La preparacion de las librerias de secuenciacién de ARNs cortos y la secuenciacion
masiva se llevaron a cabo en Centro de Investigacién Cooperativa en Biociencias (CIC
bioGUNE) del Parque Cientifico y Tecnoldgico en Vizcaya. Estas librerias fueron creadas
siguiendo el protocolo incluido en el kit "NEXTflex™ Small RNA Sequencing Kit v4 with
Unique Dual Indices (UDIs)" (°Bioo Scientific Corp., Estados Unidos).

En la figura 13 se observan esquematizados los pasos de preparacion de las librerias de
secuenciacion utilizando el kit "NEXTflex™ Small RNA Sequencing Kit v4 with UDIs"
(®Bioo Scientific Corp., Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se utilizaron entre 0,1 y 4,7 nanogramos (ng) de ARN total como material
de partida. Se afadié un adaptador adenilado en 3' con 4 nucleétidos mediante una
ligasa entrada cada uno de los ARNs cortos. Tras una incubacion a 25°C durante 1 hora
para llevar a cabo la ligacion, se eliminaron el exceso de adaptadores. Posteriormente
se afadié el adaptador 5' junto con la enzima ligasa, incubandose la mezcla a 20°C
durante 1 hora. Sobre el fragmento con los dos adaptadores y el inserto de ARN se
realizé una transcripcién inversa para la sintesis de ADN copia (ADNc) durante 1 hora a

50°C, 5 min a 90°C y 5 min a 4°C (Figura 13A).
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A continuacidn, se procedio a la amplificacion de este ADNc mediante ciclos de PCR: 30
segundos a 98°C; 24 - 34 ciclos de 10 segundos a 98°C, 20 segundos a 65°Cy 15 segundos

a 72°C; una elongacion final de 2 minutos a 72°C, y pausa a 4°C (Figura 13B).

A) +
Adaptador 3’

25° 1h - Ligacion

+ I

20° 1h - Ligacion

Transcripcion Inversa
50°C 1h >>90°C 5'>>4°C 5’
Ligasa
Transcriptasa inversa (TI)
PASOS TIEMPO T2 N.2 CICLOS
Precalentamiento 30 segundos 98eC 1
e .. Desnaturalizacién 10 segundos 98eC
Amplificacion ADNC = = = = = = = = >
Alineamiento 20 segundos 652C 24-34
Elongacion 15 segundos 72°C
Elongacidn final 2 minutos 72°C 1
Pausa oo 4°C

Producto PCR

Figura 13. Pasos de preparacion de bibliotecas de secuenciacion mediante el kit
"NEXTflex™ Small RNA Sequencing Kit v4 with UDIs".

La seleccion y purificacion del tamafio del producto de la reaccién de amplificacién por

PCR se llevé a cabo utilizando perlas magnéticas. Este paso es clave para eliminar
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fragmentos de ADN no deseados (dimeros de adaptadores sin inserto y otras
construcciones no informativas) y garantizar que la biblioteca de secuenciacién esté
compuesta principalmente por las moléculas de ARN cortas con los adaptadores

correspondientes, que tendran un tamano especifico de unos 158 pares de bases.

A continuacidn, las librerias se visualizaron en un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies, Estados Unidos) mediante el uso del kit de ADN de alta sensibilidad de
Agilent (Agilent Technologies, Estados Unidos). Posteriormente, se cuantificaron

utilizando el kit de ADN Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).
3.5.4. Secuenciacion

El proceso de secuenciacidon se llevd a cabo utilizando el secuenciador de alto
rendimiento Illumina HiScan-SQ (lllumina, Estados Unidos), con el modo de lectura en
pares y una longitud de 100 nucledtidos. Cada muestra proporcionada incluyd un indice
Unico, que permitié combinar multiples muestras en una sola linea de secuenciacién.
Ademas, se utilizé una profundidad de secuenciacién de 20 millones de lecturas por

muestra.

3.6. Analisis estadistico e integracion de datos

El analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el software de programacion
estadistica R, junto con su entorno de trabajo especifico RStudio (v4.2.3) (Foundation

for Statistical Computing, Austria).

En primer lugar, se haimportado la base de datos original, almacenada en formato Excel,
en el entorno de programacion RStudio (v4.2.3) mediante una funcion de lectura de
archivos. A continuacidn, se ha llevado a cabo el procesamiento y la depuracién de la
base de datos original, que incluia variables clinicas y de laboratorio de cada paciente.
Se realizé un analisis exploratorio con el objetivo de detectar valores atipicos o
extremos, es decir, aquellos que se distanciaban del patron general o tendencia de

conjunto de datos. Posteriormente, se procedio a la eliminacion de estos valores atipicos
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o outliers, los cuales podrian influir de manera negativa en el andlisis de los datos,
mediante el método de los cuartiles. Este proceso consistio en calcular el rango
intercuartilico (RIC) y posteriormente eliminar los valores que estaban por encima de Q3
+ 1.5 * RIC 0 por debajo de Q1 - 1.5 * RIC, donde Q1 y Q3 representan el primer y tercer

cuartil, respectivamente.

Una vez depurada la base de datos, se estudié la distribucion de la normalidad de los
datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Dado que los datos no presentaron una

distribucién normal, se utilizaron modelos no paramétricos.

3.6.1. Andlisis estadistico de las variables clinicas y epidemioldgicas

Las caracteristicas de la poblacién de estudio se expresaron en términos de frecuencia
indicando sus porcentajes (%) en el caso de las variables categdricas, y mediante
medianas y RIC en el caso de las variables continuas. El analisis de las variables
categéricas independientes se llevd a cabo utilizando la prueba Chi-cuadrado de

Pearson, mientras que para las variables continuas se empled la prueba Mann-Whitney.

3.6.2. Andlisis estadistico de los biomarcadores plasmaticos

El nivel de expresidon de los biomarcadores plasmaticos se ha determinado en términos

de intensidad de fluorescencia (Breen et al., 2015).

A continuacion, se llevaron a cabo analisis tanto univariantes como multivariantes
mediante modelos lineales generalizados (MLG) con distribucién gamma (link=log) para
evaluar posibles diferencias en los niveles de expresion de los biomarcadores
plasmaticos entre los dos grupos de estudio: el grupo VIH y el grupo VIH/SARS. La
variable independiente fue el grupo al que pertenecia el paciente, y la variable

dependiente el biomarcador sujeto a analisis.

En el andlisis univariante, se considerd exclusivamente la variable predictora “grupo”
con el objetivo de evaluar especificamente el impacto de pertenecer a un grupo u otro

en relacidn con la variable respuesta, sin tener en cuenta otros factores predictores. Por
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otro lado, en el analisis multivariante se ajusté por las covariables sexo y origen étnico,
ya que se observaron diferencias significativas entre estas variables epidemioldgicas
entre los grupos de estudio. Se utilizé el grupo VIH como referencia para los modelos, y
las estimas fueron calculadas como ratios de la media aritmética (AMR, de sus siglas en
inglés “arithmetic mean ratios”), cony sin ajuste (aAMR, de sus siglas en inglés “adjusted
arithmetic mean ratios”). Los valores de p obtenidos fueron corregidos (q) por la FDR
mediante la correccién de Benjamin-Hochberg. Esto se hizo para minimizar el riesgo de
obtener falsos positivos debido al efecto acumulativo de las pruebas (problema de

multipruebas).

Las variables significativas fueron definidas como g<0,1 y aAMR superior/igual a 1,2

(aAMR21,2) o inferior/igual a 0,8 (aAMR<0,8).

Asimismo, se analizé la correlacion entre los biomarcadores plasmaticos significativos.
Para ello, se utilizé la correlacién de Spearman, considerando significativas Unicamente
aquellas correlaciones con un valor de coeficiente de correlacidn de Spearman (rho) 20,3

y un nivel de significacion q<0,1.

Finalmente, los resultados se presentaron en formato de tabla y forest plot con el fin de
complementar y facilitar la visualizacion y comprensién de los resultados. Las
correlaciones se representaron mediante matrices, donde el tamafio de los circulos
representaba la magnitud de la correlacidn, y el color indicaba la direccién, dénde un
circulo azul oscuro indica una correlacién positiva, mientras que un circulo rojo oscuro

una correlacion negativa.

3.6.3. Analisis bioinformatico de los miARNs

Los datos de secuenciacion de miARNs fueron procesados mediante un flujo de trabajo
de bioinformatica disefiado especificamente para miARNs, que incluyd el control de
calidad, alineamiento, cuantificacion e identificacion de miARNs humanos. Este proceso
se llevd a cabo en un entorno de trabajo respaldado por el sistema operativo multitarea

UNIX.
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Se descargaron las secuencias de ARNs cortos sin procesar desde el repositorio remoto
de CiCbioGUNE utilizando el programa wget v1.19.5. Estas secuencias se almacenaron
en formato FASTQ, comprimido mediante el método Gzip. Cada muestra generd un
archivo FASTQ que, tal como se observa en la Figura 14, incluia la siguiente informacion
para cada secuencia: un identificador Unico de secuencia, la secuencia de nucledtidos
sin procesary el valor de calidad Q, el cual indica la probabilidad de error en la asignacion
del nucledtido y se presenta en formato PHRED+33, utilizando caracteres ASCII para

representar los indices de calidad numéricos.

Con el propdsito de verificar la integridad de las secuencias después del proceso de
descarga, se utilizé el algoritmo MD5 a través del programa md5sum v8.30, para
comprobar que la descarga habia sido correcta y no habia habido pérdida de

informacion.

Identificador secuencia

| |

@VH00658:1: JAAAGT57HV:1:1161:22927:1008 1:N:8:TTACCGAC+CGTATTCG

TAAATTCTTCTGAAATGCCGATGTAGTTAAATGATAACCAGCTATTGTCTCCTAGCTGCTTTTTATAATTOCTTGCTGCTCAAGTCATGTCATCAGAGGTCAC
AAGATTTGTTACTTCCCTTATGGCTCCTATAG

+

CCCCCCCeececccccec;ceecececcccccccccccccccccceccccceccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc
CCC;Ccceeececcccecccecce;cececcccccc

I

(Caracteres ASCIII)

Figura 14. Archivo FASTQ de una secuencia de miARN.

Preprocesamiento de secuencias y control de calidad

Los archivos FASTQ fueron sometidas a un control de calidad preliminar utilizando
FastQC (v0.11.9). Se procedio a eliminar los adaptadores afiadidos en la construccion de
las librerias y las secuencias de baja calidad en el extremo 3’ mediante el programa

cutadapt (v.4.0). Asimismo, se excluyeron aquellas secuencias con una longitud inferior
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a 16 nucleétidos, con el propdsito de conservar Unicamente aquellas cuya longitud se

ajustard a las caracteristicas tipicas de los microARNs (aprox. 22 nucledtidos).

Una vez realizado el filtrado de secuencias, se verificd la calidad de las secuencias
resultantes con el programa FastQC para garantizar el correcto pre-procesado de las

secuencias.

Identificacion y cuantificacion de microARNs

La identificacion y cuantificacion de miARNs conocidos en las secuencias procesadas se
llevé a cabo mediante el programa miRDeep2 (v.0.0.7). Este software se compone de
tres moddulos desarrollados en el lenguaje de programacién Perl, cada uno

desempeiiando funciones especificas (mapper.pl, mirdeep2.pl y quantifier.pl.).

Para utilizar el programa miRDeep2, se necesitaron los siguientes elementos:

- Un archivo con las secuencias pre-procesadas de los ARNs cortos de cada muestra
en formato FASTQ.

- Elgenoma humano de referencia, previamente indexado, para alinear las secuencias
procesadas (GRCh38, GenBank: GCA_000001405.29).

- Secuencias de miARNSs precursores y maduros humanos previamente descritos. Para

ello se utilizé la informacién almacenada en la base de datos publica miRBase (v.21).

Brevemente, las secuencias procesadas que superaron el primer filtro de calidad, se
alinearon contra el genoma GRCh38 utilizando el mdédulo mapper.pl. Se conservaron
solo las secuencias que alineaban completamente con el genoma de referencia y que no
lo hacian en mas de cinco loci diferentes. Luego, utilizando el médulo mirdeep2.pl, se

identificaron y anotaron microARNs conocidos que pasaron el filtro de alineamiento.

Finalmente, la cuantificacion de los miARN se realizo a través del médulo quantifier,pl,
gue determina la expresidon de los miARN conocidos identificados con mirdeep2.ply que

cumplieron con el filtro de alineamiento.
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El resultado fue una matriz de datos del perfil de expresion de microRNAs a partir de la

cual se llevd a cabo el andlisis estadistico.

3.6.4. Analisis estadistico de los miARNs

Andlisis exploratorio del perfil de expresion de los miARNs

En primer lugar, se realizé una normalizacion de la matriz con DESeq2 que utiliza el
método de ratio de medianas, segun el cual los conteos son divididos por factores de
tamafio especificos de la muestra determinados por la relacién mediana de los conteos

de miARNs en relacion con la media geométrica de miARNSs.

Posteriormente se llevd a cabo un analisis exploratorio de la matriz de datos de
expresion de microARNs, utilizando el método de reducciéon de la dimensionalidad
supervisada conocido como el Analisis Discriminante Minimos Cuadrados Parciales (PLS-
DA, de sus siglas en inglés “Partial least squares-discriminant analysis”). Este enfoque
facilita la deteccidn de agrupaciones o muestras con diferentes niveles de relacion, asi
como la identificacién de posibles ruidos o artefactos causados por el procesamiento de

las muestras.

Andlisis del perfil de miARNs entre ambos grupos

A continuacidn, se llevd a cabo el andlisis de expresion diferencial de miARNs en los dos
grupos de estudio mediante MLGs con distribucién negativa binomial. Se utilizé el perfil
de miARNs de los individuos del grupo VIH como referencia para los modelos, y las
estimas se calcularon como AMR sin ajuste. Los valores de p obtenidos fueron

corregidos (q) por la FDR mediante la correccion de Benjamin-Hochberg.
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Las variables significativas fueron definidas como q <0,1 y AMR superior/igual a 1,2
(AMR>1,2) o inferior/igual a 0,8 (AMR<0,8). Los resultados se representaron

graficamente mediante el grafico de volcan.

Adicionalmente, se llevd a cabo un diagndstico de calidad del modelo final, mediante la
representacion de los residuos de varianza del modelo en comparacién con los cuantiles
tedricos mediante un grafico Q-Q. Si la distribucién de los residuos del modelo sigue la
linea de la diagonal en el grafico, esto permitiria aceptar la hipdtesis nula de similitud

(Dunn, 2018), lo que indicaria un andlisis aceptable.

3.6.5. Analisis funcional de los miARNs

El analisis funcional de los miARNs identificados con un perfil diferencial de expresion
entre grupos se llevd a cabo con herramienta publica “DIANA-mirPath” (v.3.0), que
permite la prediccion de rutas bioldgicas basadas en la identificacion de las dianas de

miARNSs.

La prediccidn de las dianas se basé en la base de datos TarBase (v7.0), la cual recopila
interacciones de miARN validadas experimentalmente (Vlachos et al., 2015). A través de
DIANA-mirPath, se realizd6 un enriquecimiento funcional de las dianas de nuestros
miARNs mediante la KEGG Database, que facilita la identificacidn de las rutas bioldgicas
en las que estan involucrados los genes diana (Kanehisa et al., 2021). Los valores de p
de enriquecimiento, calculados mediante el Test exacto de Fisher con distribucién
hipergeométrica, fueron corregidos por la FDR mediante el método de Benjamini-

Hochberg.

Las variables significativas se definieron como AMR2>1,2 o AMR< 0,8 y g<0,05.
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Estudio 1: Caracterizacion de la poblacion de estudio







4.1. Poblacion de estudio

Resultados — Estudio 1

Las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de la poblacién de estudio se muestran en

la Tabla 5. En general, los pacientes tenian una mediana de edad de 45 afios, el 81,9%

eran caucasicos y el 80% eran hombres. Todas las PVIH infectadas por el SARS-CoV-2

reportaron sintomas, aunque la mayoria de ellos, un 83,3% de los mismos, fueron

sintomas leves. La mediana de tiempo entre el diagndstico de la infeccién por SARS-CoV-

2 mediante PCR+ y la recogida de muestras fue de 12 [RIC, 9-16] semanas.

Tabla 5. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la poblacidn de estudio.

Total VIH/SARS VIH
(n=95) (n=48) (n=47) P
Sexo (masculino) 76,0 (80,0%) 44,0 (91,7%) 32,0 (68,1%) 0,005*
Edad (afios) 45,2 [36,4-53,6] | 45,4 [37,3-52,6] | 45,0 [36,0-54,0] 0,973
IMC (kg/m?) 24,9 [23,0-27,5] | 25,9 [23,2-28,6] | 24,3 [22,7-26,0] 0,148
Origen €tnico 77,0 (81,9%) 32,0 (66,7%) 450(97,8%) | <0,001*
(Caucasico)
Infeccién por VIH
Tiempo de
infeccién VIH 9,0 [5,0-13,0] 8,5 [5,0-12,0] 9,0 [5,0-20,0] 0,311
(afios)
Terapia antirretroviral VIH 0,293
2ITAN+II 53 (56,4%) 26 (55,3%) 27 (57,4%)
2ITAN+IP 13 (13,7%) 6 (12,5%) 7 (14,9%)
3ITAN 24 (25,5%) 13 (27,7%) 11 (23,4%)
2ITAN+ITNAN 5 (5,3%) 3 (6,4%) 2 (4,3%)
Via de transmision VIH 0,770
UDlIs 2(2,7%) 2 (4,3%) 0(0,0%)
Sexual 71 (94,7%) 43 (93,5%) 28 (96,6%)
Ambas 2(2,7%) 1(2,2%) 1(3,4%)
Infeccion por SARS-CoV-2
Gravedad
Leve 40 (83,3%) 40 (83,3%) NA
Grave 8 (16,7%) 8 (16,7%) NA

Notas. Estadistica: los valores se expresan como la mediana [RIC] y el recuento absoluto
(porcentaje). Los valores de p fueron estimados mediante la prueba de Chi-cuadrado
para variables categéricas y la prueba de Mann-Whitney para variables continuas. *Se
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definieron como valores significativos aquellos con p < 0,05. Abreviaturas: VIH, virus de
la inmunodeficiencia humana; IMC, indice de masa corporal; Il: inhibidores de la
integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; ITAN, inhibidores de la transcriptasa inversa de
nucledsidos; ITNAN, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos; UDIs,
usuarios de drogas intravenosas; NA, no aplicable.

En relacion con las variables hematoldgicas, se observaron niveles similares de linfocitos
T CD4+ y CD8+ entre ambos grupos de estudio, seguin se detalla en la Tabla 6. Los
individuos del grupo VIH/SARS demostraron mantener niveles de linfocitos T CD4+ y
CD8+ dentro de los rangos esperados incluso después de la infeccion por SARS-CoV-2, lo
que sugiere una estabilidad en el estado de su sistema inmunitario. Ademas, en relacion
con el recuento de plaquetas, el grupo VIH/SARS mostré valores comparables al grupo

VIH y dentro del rango de normalidad, en linea con lo esperado.

Tabla 6. Variables hematoldgicas de la poblacidn de estudio.

Total VIH/SARS VIH
(n=95) (n=48) (n=47) P
Parametros inmunoldgicos
L'"‘;°;:fs T 763 732 783 0918
(Células/ul) [570-958] [530-915] [601-1007]
% Linfocitos 34,00 34,00 35,00 0114
T CD4+ [28,31-38,36] [28,00-37,50] [31,38-39,25] ’
L'"‘;°;:f” 858 753 905 0185
(Células/ul) [676-1.230] [648-1041] [690-1451]
% Linfocitos 38,72 38,00 40,62 0113
T CD8+ [33,25-46,00] [26,00-45,00] [35,92-47,95] ’
Ratio 84,73 104,21 76,75 0170
CD4+/CD8+ [65,45-119,60] [65,45-144,44] [65,25-99,65] ’
Parametros hematoldgico
Plaquetas 237.000 239.000 228.500 0 665
(Células/uL) | [215.000-272.000] | [215.000-270.000] | [215.750-276.250] | '

Notas. Estadistica: los valores se expresan como la mediana [RIC] y el recuento absoluto
(porcentaje). Los p valores fueron estimados mediante la prueba de Chi-cuadrado para
variables categodricas y la prueba de Mann-Whitney para variables continuas. *Se
definieron como valores significativos aquellos con p £ 0,05. Abreviaturas: VIH, virus de
la inmunodeficiencia humana; SARS, SARS-CoV-2; uL, microlitros.
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Por otro lado, se analizaron posibles diferencias en el perfil bioquimico hepatico y el
perfil metabdlico en nuestra cohorte de estudio. Los resultados de esta comparacién se

presentan en la Tabla 7.

En cuanto al perfil bioquimico hepatico, no se evidenciaron diferencias significativas
entre los dos grupos analizados. En general, las PVIH mostraron niveles de AST, ALT y
AST/ALT con una mediana de 24,00 [20,00-30,25], 28,00 [20,00-37,00]y 89,90 [75,06-
107,46], respectivamente. Estos valores se encuentran dentro de los rangos
considerados normales y no sugieren la presencia de patologia hepatica significativa en

ninguno de los grupos estudiados.

En lo que respecta al perfil metabdlico, se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos Unicamente para los niveles de creatinina. El grupo VIH/SARS mostré
niveles de creatinina significativamente superiores al grupo VIH, con valores 0,96 [RIC,
0,88-0,96] y 0,84 [RIC, 0,74-0,94], respectivamente. Sin embargo, es importante
destacar que estos valores se encuentran dentro de los rangos considerados normales.
En cuanto a los demas pardmetros metabdlicos, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos. En general, las PVIH presentaron valores medianos en los
niveles de colesterol, HDL, TG y glucosa de 183,00 [162,00-207,50], 44,00 [38,00-56,00],
111,00 [82,00-174,00] y 90,00 [85,00-96,00], respectivamente. Todos estos valores se
encuentran dentro de los rangos de normalidad, lo que sugiere una adecuada funcién

metabdlica en ambos grupos estudiados.

Tabla 7. Parametros bioquimicos y metabdlicos de la poblacidn de estudio.

Total VIH/SARS VIH
(n=95) (n=48) (n=47) P
Perfil bioquimico hepatico
AST 24,00 23,50 25,00 0224
(UI/L) [20,00-30,25] | [16,75-30,25] | [21,50-30,25] ’
ALT 28,00 25,00 28,00 0603
(UI/L) [20,00-37,00] | [18,00-38,00] | [23,00-33,25] ’
89,90 90,03 88,93
AST/ALT [75,06-107,46] | [66,91-106,67] | [76,50-111,34] | *>2

Perfil metabdlico
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Colesterol total 183,00 182,00 183,00 0549
(mg/dlL) [162,00-207,50] | [152,00-211,00] | [169,50-204,25] ’

HDL 44,00 43,00 46,00 0.559
(mg/dL) [38,00-56,00] [38,25-56,00] [38,00-55,00] ’

TG 111,00 122,50 111,00 0.951
(mg/dL) [82,00-174,00] [77,25-186,00] [85,00-172,00] ’
Glucosa 90,00 89,0 91,00 0282
(mg/dL) [85,00-96,00] [81,0-95,0] [86,75-96,25] ’

Creatinina 0,90 0,96 0,84 <0,001*
(mg/dL) [0,82-1,01] [0,88-0,96] [0,74-0,94]

Notas. Estadistica: los valores se expresan como la mediana [RIC] y el recuento absoluto
(porcentaje). Los valores de p fueron estimados mediante la prueba de Chi-cuadrado
para variables categéricas y la prueba de Mann-Whitney para variables continuas. *Se
definieron como valores significativos aquellos con p £ 0,05. Abreviaturas: VIH, virus de
la inmunodeficiencia humana; SARS, SARS-CoV-2; UI/L, Unidades internacionales por
litro, mg/dL, miligramo por decilitro; AST, aspartato aminotransferasa aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;

TG, triglicéridos.
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Estudio 2: Evaluacion del impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en
biomarcadores plasmaticos asociados a la inflamacién crénicay el

envejecimiento prematuro.







_________________________________________________________ Resultados — Estudlo 2

En primer lugar, se evalué como el SARS-CoV-2 afecta a medio plazo en la inflamacidn

cronica y en el envejecimiento prematuro en PVIH.

4.2. Analisis de biomarcadores plasmaticos asociados a la inflamacién

crénica y el envejecimiento prematuro

Para ello, se analizaron 21 biomarcadores plasmaticos de citoquinas inflamatorias,
evaluados simultaneamente a través del panel “Human Cytokine Storm Panel 21-plex”.
Para facilitar la interpretacién de los resultados, estos se clasifican en funcién de si son
citoquinas inflamatorias relacionadas con SASP o no (resto de citoquinas inflamatorias

del panel).
Citoquinas inflamatorias

En primer lugar, el grupo VIH/SARS mostré valores significativamente superiores en 4
de las 7 citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias evaluadas, entre las que se
incluyeron IL-4 [aAMR= 1,27[1,03-1,55], g=0,076], I1L-12p70 (IL12B) [aAMR= 1,57[1,21-
2,03], g=0,011], IL-17A [aAMR= 1,30[1,06-1,59], q=0,038] e IFN-a (IFNA1) [aAMR=
1,19[1,02-1,40], q=0,076] (Figura 15, Anexo lll).

Citoquinas inflamatorias SASP

Los principales resultados relacionados con biomarcadores incluidos en el perfil SASP
llevados a cabo mediante MLG multivariante, se recogen en la Figura 15 y muestran
valores significativamente mds elevados en 5 de 14 citoquinas SASP analizadas: las
citoquinas TNF-B (LTA) [aAMR= 1,36[1,03-1,80], g=0,076], IL-8 (CXCL8) [aAMR=
1,41[1,13-1,76], g=0,020], IL-13 [aAMR= 1,30[1,04-1,62], g=0,076], MIP-1la (CCL3)
[aAMR= 2,60[1,47-4,61], q=0,011] y MIP-1B (CCL4) [aAMR= 1,25[1,01-1,56], q=0,098],

para el grupo VIH/SARS en comparacién con el grupo VIH (Anexo IIl).
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Figura 15. Impacto a medio plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 en biomarcadores
plasmaticos relacionados con inflamacién crénica y envejecimiento prematuro. Forest
plot que muestra los aAMR vy el intervalo de confianza del 95% de citoquinas
relacionadas con el SASP y el perfil anti y proinflamatorio. Estadistica: Las diferencias
entre los grupos se analizaron utilizando un MLG, ajustado por sexo y origen étnico. El p
valor (p) se corrigid (q) por tasa de falso descubrimiento (FDR). *Se definieron como
valores significativos aquellos con aAMR>1,2 o <0,8 y g-<0,1. Abreviaturas: SASP,
fenotipo secretor asociado a senescencia; MLG, modelo lineal generalizado; aAMR,
razén media aritmética ajustada; IC, intervalo de confianza; p, valor de p; q, valor de p

corregido.
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Estudio 3: Evaluacion del impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en

biomarcadores plasmaticos asociados al riesgo de desarrollo de cancer.
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A continuacién, se procedié a evaluar como el SARS-CoV-2 impacta en el riesgo de
desarrollo de cancer en PVIH. Para ello se analizaron se analizaron 23 biomarcadores

plasmaticos de proteinas asociadas a PCl.

4.3. Analisis de biomarcadores plasmaticos relacionados con el riesgo de

desarrollo de cancer.

Como muestra la Figura 16, el analisis de estos biomarcadores plasmaticos mostré
discrepancias significativas entre los dos grupos de pacientes evaluados. Los individuos
pertenecientes al grupo VIH/SARS mostraron niveles significativamente elevados en 10
de los 23 biomarcadores evaluados en comparacion con el grupo VIH, tras una mediana

de 12 [RIC, 9-16] semanas desde el diagndstico del SARS-CoV-2 por PCR+ (Anexo IV).

Dentro del conjunto de biomarcadores analizados, que evidenciaron incrementos

significativos, se destacan:

5 biomarcadores de proteinas asociadas a PCl relacionados con la
superfamilia de inmunoglobulinas: CD80 [aAMR = 1,80 [1,27-2,56], g=0,011],
PD-L2 (PDCD1LG2) [aAMR = 1,25 [1,06-1,48], g=0.038], CD276 [aAMR = 1,28
[1,13-1,45], g=0,011], PD-1 (PDCD1) [aAMR = 1,65 [1,24-2,20], g=0,011] y
CD47 [aAMR = 1,25[1,08-1,46], q=0,023].

Il. 2 biomarcadores de proteinas asociadas a PCl asociados con la familia TIM:
TIM-3 (HAVCR2) [aAMR = 1,25 [1,10-1,42], g=0,011] y TIM-4 (TIMD4) [aAMR
=1,37 [1,03-1,82], g=0,078].

Il 3 biomarcadores de proteinas asociadas a PCl de la familia TNF/RSF: CD137
(TNFRSF9) [aAMR = 1,39 [1,03-1,87], q=0,082], GITR (TNFRSF18) [aAMR= 1,66
[1,16-2,37], 9=0,033] y HVEM (TNFRSF14) [aAMR = 1,35 [1,09-1,69],
q=0,033].
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Figura 16. Impacto a medio plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 en biomarcadores
plasmaticos relacionados con el riesgo de desarrollo de cancer. Forest plot que muestra
los aAMR vy el intervalo de confianza del 95% de diferentes proteinas relacionadas con
PCl. Estadistica: Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando un MLG,
ajustado por sexo y origen étnico. El p valor (p) se corrigid (q) por tasa de falso
descubrimiento (FDR). *Se definieron como valores significativos aquellos con
aAMR21,2 o <0,8 y g<0,1. Abreviaturas: PCl, puntos de control inmunitario; MLG,
modelo lineal generalizado; aAMR, razéon media aritmética ajustada; IC, intervalo de
confianza; p, valor de p; q, valor de p corregido.
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Estudio 4: Interaccidn entre biomarcadores plasmaticos asociados a la
inflamacion crdnica, el envejecimiento prematuro y el riesgo de desarrollo

de cancer.
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Con el objetivo de profundizar en el analisis, se explord la posible correlacion entre los
biomarcadores plasmaticos significativos relacionados con inflamacién croénica,
envejecimiento prematuro y cancer en el grupo VIH/SARS. Esta investigacion se justifica
debido a la estrecha relacién entre la inflamacidn y las comorbilidades asociadas al

envejecimiento prematuro y al cancer.

4.4. Interaccion entre biomarcadores plasmaticos asociados a
inflamacidn, envejecimiento prematuro y cancer en individuos del grupo

VIH/SARS.

En la Figura 17 se muestran los resultados de las correlaciones entre los biomarcadores
plasmaticos significativos asociados a la inflamacidon crénica y el envejecimiento
prematuro con el riesgo de desarrollo de cancer dentro del grupo de estudio VIH/SARS.
Se identificaron correlaciones positivas significativas entre los niveles de citoquinas

inflamatorias y citoquinas inflamatorias SASP con las proteinas asociadas a PCI.

Especificamente, se observaron correlaciones positivas entre las citoquinas
inflamatorias SASP IL-13 y TNF-B (LTA), y las proteinas asociadas a PCl CD80 [rho=0,31,
g=0,073; rho=0,34, g=0,073, respectivamente], GITR (TNFRSF18) [rho=0,37, q=0,024;
rho=0,44, q=0,019, respectivamente], y HVEM (TNFRSF14) [rho=0,33, q=0,071;
rho=0,46, g=0,012, respectivamente], asi como MIP-1a (CCL3) y GITR (TNFRSF18)
[rho=0,37 g=0,024] (Anexo V).

Adicionalmente, se hallaron correlaciones positivas entre otras citoquinas inflamatorias
y proteinas asociadas a PCl. Entre estas asociaciones, resaltan IL-4 y GITR (TNFRSF18)
[rho=0,33 g=0,040]; IL-12p70 (IL12B) y CD80 [rho=0,31 g=0,073], IFN-a (IFNA1) con
CD80 y GITR (TNFRSF18) [rho=0,32 ¢=0,073; rho=0,39 =0,024, respectivamente]
(Anexo V).
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Figura 17. Relacion entre los biomarcadores plasmaticos asociados a inflamacién
cronica, envejecimiento prematuro y riesgo de desarrollo de cancer significativos en
el grupo VIH/SARS. Matriz de correlacidn entra las citoquinas inflamatorias y proteinas
asociadas a PCl en el grupo VIH/SARS. El tamafio del circulo indica la fuerza de la
correlacidn, y el color representa la direccidn, donde el azul oscuro grande representa
una correlacién positiva, correspondiendo un azul intenso al maximo valor posible (1) y
el blanco el minimo posible; y el color rojo representa una correlacidn negativa,
correspondiendo un rojo intenso al maximo valor posible (-1). Estadisticas: el andlisis se
realizd con la correlacion de Spearman. *Los valores significativos se definieron como
rho=0,3 y valor de q<0,1. Abreviaturas: SASP, fenotipo secretor asociado a senescencia;
PCl, puntos de control inmunitario.
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A continuacidn, se analizé el efecto a medio plazo del SARS-CoV-2 en los biomarcadores

asociados a la ECV en PVIH.
4.5. Analisis de biomarcadores plasmaticos relacionados con ECV

En primer lugar, como se observa en la Figura 18 y de acuerdo con lo esperado, los
individuos del grupo VIH/SARS presentaron niveles significativamente elevados de NT-
proBNP [aAMR= 1,71[1,18-2,49], q=0,011] en comparacion con el grupo VIH. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de Troponina I, por
lo que el grupo VIH/SARS no tiene mayor riesgo de desarrollar sindromes coronarios

agudos e infarto agudo de miocardio a medio plazo (Anexo VI).
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Figura 18. Impacto a medio plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 en biomarcadores
plasmaticos relacionados el desarrollo de ECV. Gréficos de caja que representan los
niveles de biomarcadores plasmaticos relacionados con ECV. Estadistica: Las diferencias
entre los grupos se analizaron utilizando un MLG, ajustado por sexo y origen étnico. El p
valor (p) se corrigid (q) por tasa de falso descubrimiento (FDR). *Se definieron como
valores significativos aquellos con aAMR2>1,2 0 <0,8 y g<0,1.

La Figura 19 mostrd una desregulacién significativa al alza en los 10 biomarcadores
relacionados con la cascada de coagulacion en comparacién con el grupo VIH (Anexo

VI), que actian en diferentes puntos de la cascada de coagulacién:
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- Factores cruciales en el inicio de la cascada: el Factor von Willebrand (vWF) [aAMR=

1,26[1,05-1,50], q=0,018], y los factores IX (F9) [aAMR=1,60[1,42-1,82], q<0,001], XI
(F11) [aAMR=1,69 [1,51-1,89], g<0,001] y XIl (F12) [aAMR= 1,53[1,35-1,74],
g<0,001].

- Inhibidores naturales de la cascada de coagulacién: la antitrombina (SERPINC1)

[aAMR= 1,27[1,18-1,37], g<0,001], proteina S (PROS1) [aAMR= 1,24[1,11-1,39],
g<0,001] y la proteina C (PROC) [aAMR= 1,65[1,47-1,85], q<0,001].
- Elementos intermedios: como la protrombina (F2) [aAMR= 1,55[1,44-1,68],

q<0,001].

- Factores involucrados en los ultimos eventos de la cascada: dimero D [aAMR=

1,49[1,13-1,97], g=0,011] y el factor Xl (F13) [aAMR= 1,37[1,18-1,88], g<0,001].
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Figura 19. Impacto a medio plazo de la infeccidon por SARS-CoV-2 en los componentes
de la cascada de coagulacion. Graficos de caja que representan los niveles plasmaticos
de biomarcadores plasmaticos relacionados con la cascada de coagulacion. Estadistica:
Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando un MLG, ajustado por sexo y
origen étnico. El p valor (p) se corrigié (q) por tasa de falso descubrimiento (FDR). *Se
definieron como valores significativos aquellos con aAMR>1,2 o <0,8 y g<0,1.
Abreviaturas: FT, factor tisular; GLM, modelo lineal generalizado.
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Como se detalla en la Figura 20, el grupo VIH/SARS presentd notables alteraciones en
los niveles de biomarcadores inflamatorios relacionadas con ECV en comparacion con el

grupo VIH (Anexo VI).

En particular, se observd que los individuos de grupo VIH/SARS exhibieron niveles
significativamente mads elevados en 6 de los 11 biomarcadores evaluados destacando el
TNF-B (LTA) [aAMR= 1,36[1,03-1,80], g=0,040], la IL-17A [aAMR= 1,30[1,06-1,59],
g=0,018], la IL-8 (CXCL8) [aAMR= 1,30[1,13-1,76], q=0,007], la proteina C reactiva
[2,12[1,38-3,29], g=0,002], y la ferritina [aAMR= 1,54[1,18-2,01], g=0,043] en
comparacion con el grupo VIH. Por el contrario, los niveles de MCP-1 (CCL2) [1,40[1,04-
1,87], g=0,078] observados fueron significativamente mas bajos en el grupo VIH/SARS

respecto al grupo VIH.
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Figura 20. Impacto a medio plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 en biomarcadores
inflamatorios relacionados con ECV. Graficos de puntos que representan los niveles de

biomarcadores inflamatorios relacionadas con ECV. Estadistica: Las diferencias entre los

grupos se analizaron utilizando un MLG, ajustado por sexo y origen étnico. El p valor (p)

se corrigid (q) por tasa de falso descubrimiento (FDR). *Se definieron como valores
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significativos aquellos con aAMR21,2 0 0,8 y q<0,1. Abreviaturas: ECV, enfermedad
cardiovascular; GLM, modelo lineal generalizado.
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Finalmente, para concluir con este trabajo, se realizd este sexto estudio con el objetivo
de caracterizar el perfil de expresion de miARNs en PVIH que han resuelto la infeccién

por SARS-CoV-2.
4.6. Poblacion de estudio

De la cohorte de estudio, se seleccionaron 40 individuos, distribuidos en 20 del grupo
VIH/SARS y 20 del grupo VIH, mediante un proceso de seleccién basado en criterios
demograficos especificos, asegurando la equidad en la representacidon de género, origen

étnico e IMC entre ambos grupos.

Las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas entre los dos subgrupos fueron
comparables. Ninguna variable mostré diferencias significativas entre ambos grupos. La
mediana de tiempo entre el diagndstico de la infeccidon por SARS-CoV-2 mediante PCR+

y la recogida de muestras fue de 11 [RIC, 8-13] semanas (Anexo VII).
4.7. Andlisis bioinformatico del perfil miARNs plasmaticos

La secuenciacion de miRNAs permitié alcanzar una media de 17,5 millones de lecturas
por muestra. Tras eliminar adaptadores y realizar el control de calidad, se obtuvieron 8
millones de lecturas, rendimiento que coincide con lo esperado en la secuenciacién de
miRNAs en plasma. El anadlisis con miRDeep2 de las secuencias que superaron los filtros
de calidad reveld que el 46,7% de las mismas (una media de 3,3 millones de lecturas)
mapearon contra el genoma humano de referencia (ensamblado GRCh38),
identificAndose 1.371 microARNs (del total de 2.888 microARNs maduros registrados en

miRBase v21) en todas las muestras de los pacientes que participaron en este estudio.
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4.8. Expresion diferencial del perfil miARNs plasmaticos

4.8.1. Analisis exploratorio de la matriz de miARNs

En primer lugar, una vez normalizada la matriz de miARNs, (Anexo VIII), se llevd a cabo
un analisis exploratorio mediante una herramienta de analisis multidimensional como

el PLS-DA.

Como se aprecia en la Figura 21, el modelo PLS-DA aplicado al perfil de expresién de

miARNs mostrd cierta separacion entre los grupos VIH y VIH/SARS.

Modelo PLS-DA del perfil de expresion de miARNs

~ Grupos

3

» O VH

a VIH/SARS

PLS-DA 1

Figura 21. Analisis PLS-DA del perfil de expresion de miARNSs entre los grupos VIH/SARS
y VIH. Se utilizé la matriz de datos de miARNs previamente normalizada mediante el
método TMM, de sus siglas en inglés “trimed Mean of M-values”.

4.8.2. Analisis del perfil de expresion miARNs

A continuacidn, se llevd a cabo el analisis de expresion diferencial de miARNs entre el
grupo VIH/SARS con respecto al grupo VIH. Para ello, se llevaron a cabo analisis

mediante MLG con una distribucidon binomial negativo y sin ajustar, ya que era el modelo
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Optimo. El perfil de miARNs de los individuos del grupo VIH se utilizé como referencia, y
los del grupo VIH/SARS como grupo de contraste. La validez de este modelo se confirmo

mediante un grafico Q-Q, como se detalla en el Anexo IX.

En la Tabla 8 y Figura 22 se muestran los resultados del analisis del perfil de expresion
diferencial de miARNs plasmaticos del grupo VIH/SARS con respecto al grupo control. Se
identificaron 10 miARNs con expresidn diferencial significativa, siendo 2 regulados a la
baja (hsa-miR-197-3p y hsa-miR-574-3p) y 8 al alza (hsa-let-7a-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-let-
7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-99a-5p y hsa-miR-10b-
5p) en el grupo VIH/SARS.

Tabla 8. Identificacion de miARNs con expresion diferencial en PVIH tras la infeccion

por SARS-CoV-2.

ID mirBase AMR ¢] q
hsa-let-7a-5p 3,00(2,32-3,88] <0,001 <0,001*
hsa-let-7b-5p 2,33[1,56-3,48] <0,001 <0,001*
hsa-let-7f-5p 1,72[1,40-2,12] <0,001 <0,001*
hsa-let-7g-5p 1,77[1,34-2,36] <0,001 <0,001*

hsa-miR-10b-5p 2,03[1,25-3,29] 0,004 0,027*
hsa-miR-99a-5p 2,83[1,64-4,89] <0,001 <0,001*
hsa-miR-122-5p 2,54[1,33-4,83] 0,004 0,027*
hsa-miR-191-5p 1,56[1,30-1,88] <0,001 <0,001*
hsa-miR-197-3p 0,28[0,19-0,41] <0,001 <0,001*
hsa-miR-574-3p 0,52[0,37-0,72] <0,001 <0,001*

Notas. Estadistica: Las estimas se obtuvieron como el ratio de la media aritmética
(AMR), sin ajustar, mediante un MLG. El p valor (p) se corrigid (q) por tasa de falso
descubrimiento (FDR). *Se definieron como valores significativos aquellos con
aAMR21,2 0 £0,8 y q<0,1. Abreviaturas: MLG, modelo lineal generalizado; p, valor de p;
g, valor de p corregido.
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Figura 22. Impacto a medio plazo del SARS-CoV-2 en la expresidon diferencial de
miARNs en el plasma de PVIH. El grafico tipo volcan ilustra los valores del log,FC de los
miARNs expresados de maneral diferencial en el grupo VIH/SARS con respecto al VIH. El
color azul indica miARNs desregulados a la baja en el grupo VIH/SARS, el rojo indica los
miARNs desregulados al alza, y en gris representa aquellos que no mostraron diferencias
de expresion significativa entre ambos grupos.

4.8.3. Analisis funcional

La Figura 23 muestra el andlisis funcional de los 10 miARNs significativamente
desregulados, revelando la sobreexpresidon de 40 rutas bioldgicas. La ruta biolégica de
biosintesis de acidos grasos destacd como la mas significativa. Relacionado con acidos
grasos también se observd una sobreexpresion de las rutas de biosintesis y metabolismo

de estos.

Entre las rutas identificadas, se observd una relacion con diversos tipos de canceres,
incluyendo carcinogénesis viral, melanoma, leucemia mieloide crénica y cdncer de

vejiga, entre otros. Otras rutas identificadas incluyeron la via de sefalizacion MAPK,
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p53, TGF-beta, PI3K-Akt, entre otras. Asimismo, se observd sobreexpresada la ruta

bioldgica de ciclo celular.
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Figura 23. Analisis funcional de los miARNs significativamente desregulados en PVIH
tras una mediana de 11 [RIC, 8-13] semanas desde el diagndstico de SARS-CoV-2
mediante PCR+. A) Mapa de calor que muestra las rutas sobrerrepresentadas por los

miRNA expresados diferencialmente. La intensidad del color rojo refleja la magnitud de

la significacidon; B) Dendrograma que representa la relacion entre las rutas bioldgicas

identificadas.
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___________________________________________________________________ DISCUSIén

En la actualidad, la salud publica se enfrenta a dos desafios de magnitud global, la
pandemia de la COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, y la continua lucha contra la
infeccion por el VIH. Estd documentado que la infeccion por SARS-CoV-2 afecta
seriamente a drganos vitales como el corazoén, los rifiones y el cerebro (Zaidi et al., 2024)
causando complicaciones graves y a largo plazo, incluso una vez finalizada la
enfermedad, empeorando la calidad de vida de los pacientes. Aunque se desconoce la
fisiopatologia de muchos de los problemas que causa esta infeccidn, se sabe alin menos
sobre las implicaciones en poblaciones especiales de alto riesgo, en particular individuos
cronicamente infectados por el VIH. En la era actual de la terapia antirretroviral, una
parte significativa de las PVIH con viremia controlada es de edad avanzada y presenta
comorbilidades, ambos factores de riesgo asociados a la COVID-19, por lo que estas
personas son potencialmente mas vulnerables a la infeccién por SARS-CoV-2 y a las

consecuencias residuales asociadas a la COVID-19 (Peluso et al., 2023).

Hasta la fecha, apenas hay estudios sobre las consecuencias a medio y largo plazo del
SARS-CoV-2 en PVIH, enfermedad cardiovascular, trombosis, senescencia celular y
alteraciones oncoldgicas (Kolossvary et al., 2023; Martin-lguacel, 2023; Mazzitelli et al.,
2022; Peluso et al., 2022). Comprender el impacto que la infeccion por SARS-CoV-2 tiene
en el desarrollo de comorbilidades en individuos seropositivos para el VIH tiene dos
propdsitos generales: permite priorizar intervenciones como las medidas preventivas, la
vacunacion y el tratamiento temprano, y puede profundizar en la comprensién de la

biologia subyacente de la enfermedad (Yang & lwasaki, 2022).

Poblacion de estudio

El andlisis detallado de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas evaluadas en la
poblacién estudiada mostré una notable similitud entre todos los participantes, aunque
se observaron diferencias significativas en las variables epidemioldgicas de sexo y origen
étnico, estando el grupo VIH/SARS conformado por un mayor nimero de hombres e
individuos de ascendencia caucasica en comparacion con el grupo VIH. De acuerdo con

la literatura, se han reportado notables diferencias entre los hombres y las mujeres en
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las frecuencias y manifestaciones post-COVID-19, siendo las mujeres considerablemente
mas propensas que los hombres a desarrollarlas (Notarte et al., 2022; Rayner et al.,
2024). Ademas, se ha descrito que las mujeres durante estas manifestaciones post-
COVID-19 presentaron un aumento en las frecuencias de células T agotadas y en la
secrecién de citoquinas (Silva et al., 2024). También se ha sugerido que la raza negra y
la asidtica podrian tener una menor probabilidad de experimentar estas complicaciones
(Rayner et al., 2024). Para atenuar el efecto de estas variables en las diferencias
asociadas al impacto de la infeccidn por SARS-CoV-2 en nuestro estudio, todos los MLGs
fueron ajustados por las covariables de sexo y origen étnico. Sin embargo, en el
subgrupo de poblacién utilizado para el andlisis del perfil de expresion de miARNs, los
MLGs no fueron ajustados por estas variables, ya que estas dos variables no eran

significativamente diferentes.

Por otro lado, los individuos del grupo VIH/SARS tras una mediana de 3 meses desde del
diagndstico positivo para SARS-CoV-2 mostraron un aumento significativo de los niveles
de creatinina sérica en comparacién con el grupo VIH. Nuestro estudio es el primero que
ha observado a medio plazo un aumento en los niveles de creatinina sérica tras la
infeccion SARS-CoV-2 en PVIH. La creatinina es un compuesto orgdnico derivado de la
degradacion de la creatina que se produce en el musculo esquelético y se utiliza como
biomarcador de la funcion renal. La creatinina se libera al torrente sanguineo de manera
constante y su eliminacién principal ocurre a través de la filtracién glomerular renal, por
lo que cualquier alteracidn renal supondrd su acumulacién en sangre, funcionando como
un indicador sensible de la funcién renal (Siew & Matheny, 2015; Wong Vega et al.,
2020). En linea con nuestras observaciones, Gameil y colaboradores (2021) también
observaron niveles elevados de creatinina sérica tras la COVID-19, aunque en este caso
en personas seronegativas para el VIH, tras al menos 3 meses después desde la
negativizacion por PCR, en comparacién con individuos sin antecedentes de la COVID-
19 (Gameil et al., 2021). Este hecho concuerda con evidencias clinicas que sugieren una
disfuncioén renal entre los 6 y 12 meses posteriores a la recuperacion de la COVID-19,
incluso en aquellos que no presentaron lesiones renales agudas durante la fase aguda

de la infeccion por SARS-CoV-2 (Copur et al., 2022).
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A pesar de la elevacion significativa de estos niveles después de la infeccién por SARS-
CoV-2, estos auin se mantuvieron dentro de los rangos considerados normales (0,56-0,98
mg/dL para hombresy 0,49-0,94 mg/dL para mujeres) (Finney et al., 2000). Sin embargo,
esta observacion no descarta la necesidad de realizar mas investigaciones para
comprender mejor los mecanismos subyacentes y evaluar el prondstico a largo plazo de

la funcion renal en este contexto.

En cuanto al resto de las variables clinicas, no se observaron diferencias significativas.
Es importante sefialar que, en relacidn con la infecciéon por SARS-CoV-2, los individuos
del grupo VIH/SARS experimentaron la COVID-19 de forma leve. Este hecho podria
explicar la falta de diferencias significativas observadas en las variables clinicas
relacionadas con el perfil hematoldgico, el perfil bioquimico hepatico y el perfil
metabdlico entre los grupos VIH y VIH/SARS. Es posible que, como consecuencia de la
baja severidad de la COVID-19, los efectos del SARS-CoV-2 en estas variables clinicas se

hayan revertido a medio plazo.
Inflamacion cronica y envejecimiento prematuro

Nuestros resultados muestran una desregulacién al alza significativa de biomarcadores
plasmaticos asociados a inflamacién crénica (IL-4, IL-12p70 (IL12B), IL-17A, e IFN-a
(IFNA1)) y a envejecimiento prematuro (TNF-B (LTA), IL-8 (CXCLS8), IL-13, MIP-1a (CCL3)
y MIP-1B (CCL4)) en el grupo VIH/SARS con respecto al grupo VIH.

Los resultados de Kolossvary et al. (2023) y Peluso et al. (2022), van en linea con nuestros
resultados aunque las citoquinas inflamatorias con niveles significativamente mas
elevados diferian entre ellos y de las nuestras: CCL18 y CCL23, esta ultima vinculada
especificamente al SASP (Kolossvary et al., 2023) y las citoquinas inflamatorias SASP IL-
6, IP-10 (CXCL10) y TNF-a (TNF) (Peluso et al., 2022). La diferencia observada en las
citoquinas alteradas pone de manifiesto la diversidad de la respuesta inflamatoria en

este contexto.
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Las diferencias observadas entre nuestro estudio y el de Kolossvary podrian deberse, al
menos en parte, a las diferencias en las cohortes de estudio, asi como en la metodologia
utilizada para evaluar las distintas proteinas. Por un lado, con respecto a la cohorte
estudiada en el presente trabajo, todas las PVIH incluidas presentaban carga viral (CV)
indetectable (<50 copias/ml) durante al menos un afio antes de la toma de las muestras,
a diferencia de la cohorte de Kolossvary (Kolossvary et al., 2023) que incluia hasta un
10% de individuos con fallo virolégico (400 copias/ml) (European AIDS Clinical Society
(EACS), 2022), lo que podria resultar en una activacién inmunoldgica persistente

(Crespo-Bermejo et al., 2021).

Por otro lado, se desconoce si las variantes del SARS-CoV-2 con las que ambas cohortes
se infectaron fueron diferentes. Se ha documentado que la respuesta inmunitaria del
huésped puede variar dependiendo del tipo de variante del SARS-CoV-2, lo que conlleva
una variacion en la magnitud y cantidad de citoquinas y quimioquinas (Shahbaz et al.,
2023). Por lo tanto, aunque la variante especifica del SARS-CoV-2 no se conoce para
ninguna de las dos cohortes, las muestras de la cohorte de Kolossvary se recogieron
entre mayo de 2020 y septiembre de 2021 en Estados Unidos (Kolossvary et al., 2023)
por lo que las variantes mds probables habrian sido Gamma o Delta (Mathieu et al.,
2020). En nuestra cohorte, las muestras se recogieron durante la primera ola de la
infeccion por SARS-CoV-2 en Espania, entre abril de 2020 y septiembre de 2020 por lo

gue todos los pacientes habrian sido infectados por la variante original de Wuhan.

En cuanto al diagndstico de la infeccidon por SARS-CoV-2, los pacientes reclutados por
Kolossvary y colaboradores (2023), incluyeron PVIH diagnosticados en base a un
diagndstico clinico de COVID-19 y/o una prueba positiva de deteccion rapida de
antigenos de SARS-CoV-2 o PCR, confirmadas posteriormente mediante una prueba de
anticuerpos (Kolossvary et al., 2023). Sin embargo, la ausencia de un diagndstico por
PCR+ de todos los participantes podria introducir un sesgo significativo en comparacion
con nuestra cohorte, dénde todos nuestros pacientes fueron diagnosticados con una
PCR+. Finalmente, las diferentes metodologias utilizadas en ambos estudios también

podrian haber influido en los resultados finales. Mientras que en nuestro estudio, la
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técnica utilizada para medir los niveles de citoquinas fue el ensayo multiplex Luminex
(ProcartaPlex Immunoassay) (Corporation, 2023), basado en el uso de microesferas
codificadas por fluordforos, las cuales estdn recubiertas con anticuerpos especificos
para los analitos diana, el estudio de Kolossvary y colaboradore s (Kolossvary et al., 2023)
utilizé la tecnologia de ensayo de proximidad (PEA, de sus siglas en inglés “proximity
extension assay”) (Olink®) (Olink, 2023), basada en la identificacién de proteinas

mediante pares de anticuerpos conjugados a hebras de ADN.

Las diferencias observadas en relacion con el estudio de Peluso y colaboradores (2022)
podrian explicarse a nivel del grupo control empleado. Mientras que en nuestro estudio
se emplearon como grupo control PVIH que no habian pasado la infeccion por SARS-
CoV-2, Peluso y colaboradores (2022) utilizaron individuos seronegativos para VIH sin
infeccion previa por SARS-CoV-2, como controles. Ademds, en este mismo estudio, tras
analizar posibles secuelas en PVIH, se observéd una correlacion positiva de los niveles de
las citoquinas IP-10 (CXCL10) y TNF-a (TNF) con un mayor riesgo de desarrollar secuelas

post-agudas de la infeccidén por SARS-CoV-2 en esta poblacidon (Peluso et al., 2022).

En relacién con la poblacién general se han observado resultados en la misma linea con
tiempos de seguimiento similares. Bekbossynova y colaboradores (2023) describieron
alteraciones en las citoquinas IL-13 e IL12p70 (IL12B), relacionadas con el SASP y
citoquinas inflamatorias respectivamente, tras 3 meses después de la resolucién de la
infeccidn por SARS-CoV-2 (Bekbossynova et al., 2023). En otros trabajos se ha observado
gue, tras un seguimiento mas largo de 4,5 meses (Loretelli et al., 2021) o incluso de 1
afio (Ren et al., 2023) desde la infeccidon por SARS-CoV-2, se mantenian alterados los
niveles de IL-8 (CXCL8), citoquina relacionada con el SASP. Las discrepancias observadas
entre los diferentes estudios podrian atribuirse, al menos parcialmente, a las diferencias
existentes tanto en el tiempo de seguimiento desde la infeccidon por SARS-CoV-2 como

en las caracteristicas de las cohortes estudiadas.

Por lo tanto, la elevacién de algunas de las citoquinas caracteristicas del SASP puede

indicar un perfil senescente mayor en el grupo VIH/SARS. En este sentido, de acuerdo
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con un estudio realizado por Desai y colaboradores (2009), se conoce que las PVIH con
una mediana de edad de 56 afios y una buena reconstitucion inmunolégica y supresion
viral presentaban caracteristicas de células T similares a las de individuos con una
mediana de edad de 88 afios y seronegativos para VIH (Desai et al., 2009). Esto sugiere
que las PVIH, debido a la infeccidn por VIH, exhiben un estado inflamatorio comparable
al de individuos de mayor edad, lo que puede contribuir a un proceso de envejecimiento
acelerado en comparacion con la poblaciéon general (Chauvin & Sauce, 2022). Por lo
tanto, la exacerbacidn del perfil inflamatorio y del perfil SASP observada en nuestro
estudio tras la infeccién por SARS-CoV-2 en esta poblaciéon podria acelerar su

envejecimiento.

La acumulacion de células senescentes en PVIH podria verse intensificada debido a la
SIV que produce el virus SARS-CoV-2, contribuyendo al desarrollo de comorbilidadesy a

la mortalidad comUnmente asociada con la edad avanzada (Wissler Gerdes et al., 2022).

Riesgo de desarrollo de cancer

La senescencia celular es uno de los principales factores asociados al desarrollo de
cancer. En este contexto, nuestros resultados muestran alteraciones significativamente
mas elevadas de proteinas asociadas a los PCI CD80, PD-L2 (PDCD1LG2), CD276, PD-1
(PDCD1), CD47, TIM-3 (HAVCR2), TIM-4 (TIMD4), CD137/4-1BB (TNFRSF9), GITR
(TNFRSF18) y HVEM (TNFRSF14) en PVIH tras 3 meses desde el diagndstico de la
infeccién por SARS-CoV-2.

Hasta el momento, solo dos estudios previos han evaluado efectos a medio plazo de la
infeccion por SARS-CoV-2 en estos biomarcadores plasmaticos asociados al riesgo de
desarrollo de cancer en PVIH (Kolossvary et al., 2023; Peluso et al., 2022). Nuestros
resultados son similares a los reportados por Peluso et al. (2022), quienes observaron
un aumento de la expresion de PD-1 (PDCD1) en las células T CD4+ en PVIH tras la
infeccion por SARS-CoV-2 en comparacién con individuos seronegativos para ambos
virus (Peluso et al.,, 2022). Sin embargo, Kolossvary y colaboradores (2023) no

observaron diferencias significativas en las proteinas asociadas a PCl solubles
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analizados, entre las que se encontraban PD-1 (PDCD1), PD-L2 (PDCD1LG2), CD137/4-
1BB (TNFRSF9), TIM-4 (TIMD4) y HVEM (TNFRSF14) (Kolossvary et al., 2023).

La falta de similitud con el estudio de Kolossvary y colaboradores (2023) podrian
deberse, nuevamente, a las diferencias en las cohortes de estudio, la metodologia
utilizada, el periodo de recogida de las muestras y el tipo de prueba utilizado como
criterio de inclusion (Kolossvary et al., 2023). Es importante resaltar que la inclusion de
PVIH con CV > 50 copias/ml en el estudio de Kolossavary y colaboradores (2022) podria
influir directamente en los niveles de proteinas solubles asociadas a PCl. Esto se debe a
que las infecciones por VIH no tratadas y virémicas se relacionan con niveles elevados
de estas proteinas, como son PD-1 (PDCD1) y TIM-3 (HAVCR2) (Zilber et al., 2019). Por
lo tanto, los propios controles PVIH seronegativos para SARS-CoV-2, utilizados en el
estudio de Kolossvary y colaboradores (2023), podrian tener estas proteinas

desreguladas debido a la presencia de virus con carga viral superior a 50 copias/ml.

En linea con nuestros resultados, en la poblacién general también se ha evidenciado un
aumento en la desregulacidn de las proteinas asociadas a PCI. Por ejemplo, Loretelli et
al. (2021) reportaron alteraciones en los niveles de PD-1 (PDCD1) después de 4,5 meses
(Loretelli et al., 2021), mientras que Hou et al. (2021) encontraron cambios en PD-1
(PDCD1), TIM-3 (HAVCR2), TIGIT, CD152 (CTLA-4) y CD39 después de 12 meses (Hou et

al., 2021) desde la infeccién por SARS-CoV-2, en comparacion con controles sanos.

Estas proteinas asociadas a PCl desempefian un papel esencial en regular la activacién
de células Ty prevenir la autoinmunidad (Funes et al., 2019). Por ello, la sobreexpresién
de estos biomarcadores en el grupo VIH/SARS en comparacion con el grupo VIH,
sugieren un mantenimiento de la activacion inmunoldgica, especialmente de células T,
después de la infeccion por SARS-CoV-2 en PVIH. Esta activacion persistente de células
T podria conducir a un estado de agotamiento celular, asociado al desarrollo cancer

(Chow et al., 2022; Hashimoto et al., 2018).

De hecho, se ha informado que la infeccidn por SARS-CoV-2 induce un estado de

agotamiento celular (Barbosa et al., 2022). Por lo tanto, es probable que las PVIH, que
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presentan un agotamiento basal de células T elevado debido a la infeccién por VIH
(Eggena et al., 2005; Fenwick et al., 2019), experimenten un agotamiento alin mas
pronunciado tras la infeccién por SARS-CoV-2. Tanto Sharov y colaboradores (2021)
como Roe y colaboradores (2021) sugieren la posibilidad de una interaccién entre la
infeccidn por SARS-CoV-2 y la infeccidn latente por VIH, que podria generar un efecto
sinérgico, resultando en una mayor debilidad del sistema inmunitario en las PVIH (Roe,

2021; Sharov, 2021).

El agotamiento celular, acompafiado de un aumento en los niveles de proteinas
asociadas a PCl, como PD-1 (PDCD1) y TIM-3 (HAVCR2), se asocia con el desarrollo de
cancer (Heo et al., 2012; Khan et al., 2020; Riva et al., 2021). Aunque no existen estudios
que evalulen el efecto de la sobreexpresién de proteinas asociadas a PCl después de la
infeccion por SARS-CoV-2 en PVIH, el aumento de las proteinas asociadas a PCl en
personas con un mayor agotamiento celular como las PVIH, podria suponer un mayor

riesgo al desarrollo de tumores (Eggena et al., 2005; Fenwick et al., 2019).

Asociacion entre la Inflamacion cronica, el envejecimiento prematuro y el

riesgo de desarrollo de cancer

Prueba de la interrelacion de los mecanismos de inflamacidn, envejecimiento prematuro
y desarrollo temprano de cancer, son la correlacidn significativa y positiva observada
entre los niveles solubles de algunos de los biomarcadores asociados las mismas, como
es el caso de IL-13 y TNF-B (LTA) que mostraron correlacion con CD80, GITR (TNFRSF18)
y HVEM (TNFRSF14); IL-4 estaba correlacionado con GITR (TNFRSF18); 1L12p70 (IL12B)
que presento correlacion con CD80; IL-17A estaba asociado con HVEM (TNFRSF14); MIP-
la (CCL3) mostré correlacion con GITR (TNFRSF18); e IFN-a (IFNA1) que estaba
correlacionado con CD80 y GITR (TNFRSF18). Esta interacciéon observada dentro del
grupo VIH/SARS, ha sido observada previamente en otros contextos. Por ejemplo, en el
caso del asma, durante la remodelacién de las vias respiratorias, la citoquina IL-13 es

esencial, y su produccion estd vinculada a la expresion de HVEM (TNFRSF14) en los
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eosindfilos, demostrando una correlacidn positiva entre los niveles de ambas (Doherty

et al.,, 2011).

Observamos, ademas, que los niveles elevados de citoquinas inflamatorias, algunas de
las cuales estan asociadas al SASP, estan relacionados con mayores niveles de proteinas
asociadas a PCl, y viceversa. Estos resultados sugieren una posible interrelaciéon entre
los estados de agotamiento y senescencia caracteristicos de las células T, ambos
fundamentales en el microambiente tumoral (Zhao et al., 2020). Por tanto, se refuerza
la hipotesis de que las PVIH después de la infeccidn por SARS-CoV-2 verian incrementada
su activacidon crénica persistente e inflamacién asociada a la infeccion por VIH,
acelerando un envejecimiento prematuro y el desarrollo de patologias asociadas como

el desarrollo de cancer.

Sin embargo, al tratarse de niveles solubles medidos en plasma, se necesitarian estudios
adicionales para comprender los mecanismos moleculares y las vias de sefalizacién
responsables de la liberacién de estas proteinas asociadas a PCl y citoquinas

inflamatorias.

Riesgo de desarrollo de ECV

La infeccidn por SARS-CoV-2 no solo tiene efectos proinflamatorios, sino que también
desencadena un estado protrombdtico, aumentando asi el riesgo de complicaciones

cardiovasculares (Beyerstedt et al., 2021; Elshafei et al., 2021; Gao et al., 2022).

Nuestros resultados muestran niveles significativamente mas altos de biomarcadores
plasmaticos relacionados con ECV, entre los que se encuentran el NT-proBNP y diversos
componentes de la cascada de coagulacion (VWF, factores de coagulacion (IX, XI, Xl y
XIl1), antitrombina, protrombina, proteinas S y C dependientes de vitamina K, y dimero

D), en PVIH tras 3 meses desde el diagndstico de la infeccidn por SARS-CoV-2.

Sin embargo, en un disefio experimental similar en PVIH, Kolossvary y colaboradores
(2023) no encontraron diferencias significativas en los niveles de NT-proBNP, ni en

factores de coagulacién como la proteina C dependiente de vitamina K, el factor Xl y
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VWEF, tras 4 meses de la infeccién por SARS-CoV-2 (Kolossvary et al., 2023). La evidencia
clinica sugiere que la COVID-19 representa un riesgo adicional de ECV en PVIH, dado que
se observd un aumento del 30% en el riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares
después de contraer la COVID-19, al menos durante el aio siguiente a la misma (Martin-
Iguacel et al., 2024). Ademas, los resultados obtenidos por Mazzitelli y colaboradores
(2022) respaldan esta asociacion, describiendo la aparicion de complicaciones
cardiovasculares significativas, como infarto y arritmias, en dos individuos seropositivos
para el VIH durante los 3 meses posteriores a la infeccién por SARS-CoV-2 (Mazzitelli et

al., 2022).

La falta de coincidencia observada entre nuestro estudio y el de Kolossvary (2023)
podrian atribuirse a las diferencias inherentes en el disefio experimental, en las
poblaciones de estudio, asi como en la metodologia tal y como se ha indicado

previamente.

Debido al escaso numero de estudios especificos sobre PVIH en el periodo post-COVID-
19 (Kolossvary et al., 2023; Martin-lguacel, 2023; Mazzitelli et al., 2022), se compararon
nuestros hallazgos con los de otros trabajos realizados en la poblacién general y
centrados en biomarcadores asociados a eventos cardiovasculares. Estudios como los
de Townsend y colaboradores (2021), Lehmann y colaboradores (2021), Kalaivani y
colaboradores (2022) y Ranucci y colaboradores (2023) confirman la presencia de
niveles mas altos de dimero D en individuos recuperados de la COVID-19, persistiendo
incluso hasta los 17 meses de seguimiento (Kalaivani & Dinakar, 2022; Lehmann et al.,
2021; Ranucci et al.,, 2023; Townsend et al., 2021). Ademas, estudios adicionales
relacionados con el perfil de coagulacién, han mostrado una activacién sostenida de las
células endoteliales y niveles significativamente elevados del biomarcador vWF a los 3
(Willems et al., 2022) y 18 meses de seguimiento (Willems et al., 2023). En linea con
estas observaciones, Pretorius y colaboradores (2021) también observaron niveles de
VvWF superiores en pacientes seronegativos para el VIH con post-COVID-19 (Pretorius et
al., 2021). Sin embargo, auin no se ha establecido una clara asociacién entre este patrén

protrombdtico a largo plazo y manifestaciones clinicas evidentes.
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Ademas, en relacién con ECV, los sintomas post-COVID-19 se asocian con niveles
elevados de NT-proBNP a partir de las 3 semanas hasta los 2 meses después de la
recuperacién (Saricam et al., 2021). Esto podria sugerir la predisposicidon de desarrollar
secuelas entre las PVIH del grupo VIH/SARS. Ademas, la presencia de niveles elevados
de NT-proBNP en un entorno proinflamatorio sugiere una mayor predisposicién a
desarrollar eventos cardiovasculares, tal y como se ha descrito previamente en

poblacion general (Rudolf et al., 2020).

En el contexto de ECV, el grupo VIH/SARS mostré una marcada desregulacion de
biomarcadores inflamatorios asociados a eventos cardiovasculares (TNF-$ (LTA), IL-
17A, IL-8 (CXCL8), MCP-1 (CCL2), ferritina y proteina C reactiva), tras la infeccion por
SARS-CoV-2. Debido al papel que juega la inflamacion en el desarrollo y progresién de la
ECV, la alteracion de estas citoquinas y proteinas se podria interpretar como un
potencial indicador de riesgo cardiovascular (An et al., 2019; Kuppa et al., 2023; Nash et
al., 2019; Niu & Kolattukudy, 2009; Robert & Miossec, 2017; Williams et al., 2002). De
hecho, un estudio preliminar en la poblacidon general sugiri6 que el desequilibrio
proinflamatorio posterior a la infeccidn por SARS-CoV-2 podria influir en el desarrollo de
eventos cardiovasculares, como edema miocardico y fibrosis, en individuos post-COVID-

19 a largo plazo (Simonini et al., 2022).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el sistema hemostatico sigue
respondiendo a los efectos residuales de la COVID-19 incluso después de 12 semanas
desde su diagndstico. Sin embargo, estas observaciones son meramente especulativas,
ya que en el contexto de la infeccidn por SARS-CoV-2 en PVIH, a dia de hoy no hay
suficiente informacidn que establezca una clara asociacidn entre alteraciones del perfil
de coagulacién, los biomarcadores de enfermedad cardiaca y biomarcadores

inflamatorios asociados a ECV con manifestaciones clinicas evidentes a largo plazo.
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Perfil de expresion de miARNs en PVIH que han resuelto la infeccion por

SARS-CoV-2.

Para obtener un mecanismo adicional que permitiese evaluar de forma global los
hallazgos previos, planteamos el analisis de expresidon de miRNAs para ver si las rutas
desreguladas por estos iban en linea con los resultados obtenidos hasta el momento.
Tras el andlisis masivo de expresién de miRNAs, observamos que los individuos del grupo
VIH/SARS mostraron un aumento de los niveles de expresidn de los miARNs plasmaticos
hsa-let-7a-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-99a-
5p, hsa-miR-122-5p y hsa-miR-191-5p y una disminucion de hsa-miR-197-3p y hsa-miR-
574-3p en comparacioén con el grupo VIH. Aunque no se ha descrito especificamente el
papel de estos miARNs en las PVIH después de la infeccion por SARS-CoV-2, se conocen
algunas de sus funciones reguladoras sobre la expresidn génica, tal y como se indica a

continuacion.

Los miARNs hsa-let-7a-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-let-7b-5p y hsa-let-7g-5p, que muestran un
aumento significativo en el grupo VIH/SARS, pertenecen a la familia de miARNs let-7.
Esta familia estda muy conservada en la evolucién y existen multiples genes en diferentes
cromosomas que codifican para los distintos miembros de la familia. Su expresién es
silente en etapas embrionarias, teniendo un papel clave en la diferenciacion celular. En
células cancerosas se ha observado que esta familia de miRNAs funciona normalmente
como supresor de tumores y metdstasis (Sun et al., 2014; Sun et al., 2016), aunque
también se han observado casos en los que actla como un oncogén (Chirshev et al.,
2019). En pacientes con cdncer como el carcinoma tiroideo papilar se ha observado que
los miRNAs de la familia let-7 estan aumentados y pueden servir como una herramienta
diagnodstica para este tipo de cancer (Perdas et al., 2020), pero sus niveles pueden variar
segun el tipo de cancer habiéndose observado elevado también en cancer de mama,
colon y renal (Chirshev et al., 2019). En el contexto de la infeccién por SARS-CoV-2, se
ha observado que algunos miembros de esta familia, como es el let-7b-5p, estan
incrementados durante la COVID-19, siendo este miRNA uno de los reguladores clave

tanto del receptor ECA2 como de procesos tromboticos y de coagulacién (Eyileten et al.,
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2022). Con todo ello, nuestros resultados avalan que la desregulacion de miRNAs refleja
una desregulacion de los mecanismos trombéticos, impactando tanto en el perfil de
proteinas de coagulacién observadas, como en el perfil de citoquinas identificadas.
Tanto es asi, que hay evidencias de una asociacidon entre la familia de let 7 y la

produccién de citoquinas inflamatorias tales como IL-6 y TNF-a (TNF) (Xie et al., 2021).

Ademas, la funcion reguladora de los miARNSs en el control de la respuesta inflamatoria
también se sugiere por el aumento en la expresién del hsa-miR-99a-5p. Este miARN es
esencial en la regulacién de la activacién y citotoxicidad de las células T, donde su
sobreexpresidn inhibe la activacidon de células T y promueve su apoptosis (Zhu et al.,
2019). También se ha observado desregulado en algunos tipos de cancer como en el de
mama, donde su mayor presencia se ha observado en pacientes con cancer en estadios
iniciales (Garrido-Cano et al., 2020), siendo propuesto como un posible marcador no
invasivo de cancer de mama. Por lo tanto, el aumento de expresion de este miRNA
estaria en linea con los resultados obtenidos en relacién con el riesgo de cancer,
avalando el posible incremento del riesgo que pueden tener las PVIH tras la infeccidn
por SARS-CoV-2 para desarrollar cancer. Por otro lado, el hsa-miR-99a-5p es uno de los
miRNAs implicados en el sistema respiratorio y que modula el receptor ECA2 (Rafat et

al., 2021).

Los dos Unicos miARNSs significativamente disminuidos en el grupo VIH/SARS también
podrian estar relacionados con el riesgo de cancer. Por un lado, estudios previos han
descrito el papel de hsa-miR-574-3p como supresor tumoral (Fuse et al., 2012; Tatarano
et al.,, 2012; M. Wang et al., 2019; Yang et al., 2018), por ejemplo, en el cancer gastrico,
donde hsa-miR-574-3p esta desregulado a la baja (Su et al., 2012). Tanto es asi que se
considera un biomarcador prondstico prometedor en distintos tipos de cdncer, como en
el de mama (Krishnan et al., 2015) o de higado (Gui et al., 2011; Shen et al., 2018). De
forma similar, la disminucion de expresion observada en el hsa miR-197-3p podria estar
asociada al desarrollo de varios tipos de cdncer y patologias como cancer de mama,
cancer gastrico o hepatitis, entre otros (Wang et al., 2016). Por lo tanto, la disminucién

en la expresion de estos dos miARN también estaria en consonancia con los hallazgos
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obtenidos en el estudio de biomarcadores plasmaticos asociados al riesgo de cancer,
respaldando la hipdtesis de un posible aumento en el riesgo de desarrollar cancer en

PVIH tras la infeccidn por SARS-CoV-2.

Por otro lado, alguno de los miARNSs significativamente aumentado en el grupo VIH/SARS
también podrian estar relacionado con el desarrollo de otras secuelas, como es el caso
de las neuroldgicas. En este sentido, el aumento de hsa-miR-10b-5p podria afectar al
desarrollo de las células neuronales por reducir la expresion génica del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Este factor de crecimiento es necesario para
la supervivencia y diferenciacion de las neuronas estriatales, cuya desregulaciéon puede
conducir a su muerte (Hoss et al., 2015). Estos hallazgos, unidos a la evidencia de que la
COVID-19 produce manifestaciones neurolégicas durante la primera infeccién y
sintomas persistentes de forma posterior, como dolor de cabeza, confusidn, mialgias y
distintos tipos de neuropatias (Paradiso et al., 2023) ponen de manifiesto que niveles
elevados del hsa-miR-10b-5p podrian estar relacionados con un mayor riesgo de
desarrollo de secuelas neurolégicas a medio y largo plazo. Lamentablemente no ha sido
posible realizar una evaluacién de estas alteraciones a los pacientes, por lo que se
desconoce si en el momento de la toma de la muestra o en la actualidad, las PVIH del

grupo VIH/SARS han desarrollado algunos de estos sintomas.

En linea con estos resultados, también se observé un aumento de expresién del hsa-
miR-191-5p, el cual tiene un papel clave en varias enfermedades neurodegenerativas,
siendo considerado un excelente biomarcador no invasivo para el Alzheimer (Wang et
al., 2022), entre otras. Cabe resaltar que ademas de tener un papel relevante en la
COVID-19 al tener como diana el receptor ECA2 (Bueno et al., 2022), también esta entre
sus genes diana el que codifica para la proteina pridnica (PRNP, de sus siglas en inglés
“prion protein”), que tiene un papel clave en el desarrollo neuronal y la plasticidad
sindptica. Estas evidencias han llevado a algunos autores a proponer que la proteina
PRNP pueda estar implicada en la patogénesis del sindrome post-COVID-19 y que el
mecanismo por el cual sucede esta afectacidén podria estar mediado por el hsa-miR-191-

5p (Grade et al., 2022). Ademas, evidencias recientes sugieren la posible relacién entre
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la enfermedad pridnica y la COVID-19, tras la observacion de casos con enfermedades
pridnicas después de la infeccidén por SARS-CoV-2 (Leccese et al., 2023). Algunos autores
sugieren la posibilidad de que la condicidén post-COVID-19 pueda inducir la emergencia
espontdnea de priones, lo que podria explicar algunas de las manifestaciones

neurolégicas observadas después de la infeccion aguda (Stefano et al., 2023).

Aunque no se ha descrito un mecanismo que explique una conexién directa entre la
expresion aumentada de hsa-mir-191-5p, la PRNP y la evidencia clinica de
manifestaciones priénicas después de la COVID-19 (Leccese et al., 2023), en base a
nuestros resultados y a la literatura existente, la elevacion del hsa-miR-191-5p
observada en el grupo VIH/SARS podria ser un posible marcador temprano de secuelas

neurolégicas post-COVID-19.

La desregulacion de estos microRNAs en su conjunto muestra una desregulacion de
rutas bioldgicas entre las que se incluyen diversos tipos de cancer, vias de sefalizacién
y ciclo celular, entre otras. Estos resultados avalan la funcién individual de cada uno de
estos miARNs, tal y como se ha descrito anteriormente. Pero el andlisis de rutas
bioldgicas también reflejo la alteracidn de la biosintesis y metabolismo de acidos grasos.
En linea con un estudio reciente de Pérez-Torres y colaboradores (2021) que observé
efectos del SARS-CoV-2 en el metabolismo de acidos grasos, modificando los perfiles de
acidos grasos totales, fosfolipidos y acidos grasos no esterificados (Pérez-Torres et al.,
2021), nuestros resultados muestran que las rutas encargadas de la biosintesis y
metabolismo de acidos grasos se encuentran sobreexpresadas en el grupo VIH/SARS.
Por tanto, es probable que el huésped esté usando este metabolismo celular con el
objetivo de reparar los danos causados por el virus en las membranas celulares (Pérez-

Torres et al., 2021).

Por ultimo, la observacién de la sobreexpresidn de vias de sefializacion como PI3K-Akt y
MAPK podria estar relacionada con la regulacion de la respuesta inmunitaria para
atenuar la inflamacién asociada con la infeccidn por SARS-CoV-2. Especificamente, con

el objetivo de atenuar la tormenta de citoquinas provocada por el SARS-CoV-2 y ese
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estado hiperinflamatorio caracteristico de la fase aguda meses después de su resolucién

(Xie et al., 2021).

En definitiva, nuestros resultados indican una activacién de mecanismos regulatorios
mediante la sobreexpresiéon de miARNs que pueden atenuar la respuesta inmunitaria y
detener el ciclo celular en células posiblemente agotadas. Ademas, sugieren un mayor
riesgo de desarrollo de comorbilidades debido a la sobreexpresiéon y subexpresién de
miARNSs asociados con la aparicion de patologias en PVIH tras la infeccién por SARS-CoV-

2.

LIMITACIONES

Varios aspectos deben considerarse para interpretar correctamente nuestros datos.
Este estudio cuenta con un tamafio muestral limitado, lo que podria haber restringido
la posibilidad de encontrar diferencias significativas con menor estima. Sin embargo, la
aplicacion de modelos estadisticos apropiados ajustados por covariables clinicas y
epidemioldgicas, ademas de un ajuste por comparaciones multiples, mejora la solidez

de nuestros resultados limitando la obtencidn de falsos positivos.

Por otro lado, el presente trabajo no ha podido realizarse con un disefio longitudinal, en
el que el mismo paciente fuera analizado antes y después de la infeccién por SARS-CoV-
2. Esta limitacién se ha salvado comparando dos grupos de PVIH con caracteristicas
clinicas muy similares, tal y como se observa por la casi total ausencia de diferencias

significativas en las variables clinicas y epidemioldgicas entre los dos grupos de estudio.

No ha sido posible confirmar la negatividad del SARS-CoV-2 mediante una prueba de
PCR después de la recuperacion. La falta de esta determinacién supone un sesgo al
desconocer posibles complicaciones de la infeccion primaria y el momento de la
resolucion de la misma. Sin embargo, ninguno de los pacientes tuvo que ser
hospitalizado ni desarrolléd una enfermedad grave, por lo que asumimos que todos
resolvieron la enfermedad de forma satisfactoria y dentro de los limites mas frecuentes,

1 mes (B. Liu et al., 2021).
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Estudios adicionales con seguimientos mas prolongados deberian realizarse para
analizar tanto la dindmica de las respuestas inmunes celulares como la aparicién de
posibles eventos relacionados con la inflamacion crénica, el envejecimiento prematuro,

el riesgo de desarrollo de cancer y la ECV en PVIH después de la infeccién por COVID-19.
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CONCLUSIONES

1. Lainfeccidon por SARS-CoV-2 y posterior resolucidn en PVIH, conlleva, a medio plazo,
a una desregulacion al alza en los niveles de biomarcadores plasmaticos asociados
a inflamacién cronica (destacando IL-4, IL-12B, IL-17A e IFN-a (IFNA1)) y
envejecimiento prematuro (destacando TNF-B (LTA), IL-8 (CXCL8), IL-13, MIP-1a
(CCL3) y MIP-1B (CCL4)) que podria conducir a un envejecimiento acelerado del
sistema inmune y, por lo tanto, el potencial desarrollo de comorbilidades y a la

mortalidad comUnmente asociada con la edad avanzada.

2. El agotamiento celular, acompafiado con la desregulacion al alza en los niveles de
biomarcadores asociadas a PCl (destacando CD80, PD-L2 (PDCD1LG2), CD276, PD-
1 (PDCD1), CD47, TIM-3 (HAVCR2), TIM-4 (TIMD4), CD137 (TNFRSF9), GITR
(TNFRSF18) y HVEM (TNFRSF14)) podria potencialmente conducir al desarrollo de

tumorigénesis de manera temprana en PVIH tras la infeccidon por SARS-CoV-2.

3. El aumento en los niveles de marcadores asociados al desarrollo de la ECV
(destacando el NT-proBNP y proteinas de la cascada de coagulacidn, entre las que
se encuentran el vWF, los factores de coagulacidn IX, XI, XII, XllI, la antitrombina, la
protrombina, las proteinas S y C dependientes de vitamina Ky el dimero D) en PVIH
gue han padecido la COVID-19, que, en presencia de un entorno proinflamatorio,

podria influir en el desarrollo de ECV.

4. En lainfeccién por SARS-CoV-2 a medio plazo en PVIH resulté en la una expresion
diferencial de 10 miARNs, los cuales son considerados como biomarcadores del
desarrollo de distintos tipos de canceres (familia miARN de let 7 (a, f, b y g), hsa-
miR-99a-5p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-197-3p, hsa-miR-122-5p) y
secuelas/patologias neurolégicas (hsa-miR-10b-5p y hsa-miR-191-5p), por lo que la
desregulacién de estos miARNs a medio plazo podria indicar un desarrollo de estas

patologias a largo plazo.

155



ConclUSIones/ConclUSIons ...................................................... -

CONCLUSIONS

1.
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SARS-CoV-2 infection and subsequent resolution in PHIV lead, in the mid-term, to
an upward dysregulation in the levels of plasma biomarkers associated with
chronic inflammation (such as IL-4, IL-12B, IL-17A and IFN-a (IFNA1)) and
premature aging (such as TNF-B (LTA), IL-8 (CXCL8), IL-13, MIP-1a (CCL3) and MIP-
1B (CCL4)) which could accelerate aging of the immune system and potentially lead
to the development of comorbidities and mortality commonly associated with

advanced age.

. Cellular depletion, coupled with upregulation of biomarkers associated with

immune checkpoints (such as CD80, PD-L2 (PDCD1LG2), CD276, PD-1 (PDCD1),
CD47, TIM-3 (HAVCR2), TIM-4 (TIMD4), CD137 (TNFRSF9), GITR (TNFRSF18) and
HVEM (TNFRSF14)), could potentially lead to the early development of

tumorigenesis in PHIV following SARS-CoV-2 infection.

. Increased levels of markers associated with the development of CVD (such as NT-

proBNP and proteins of the coagulation cascade, including vWF, coagulation factors
IX, XI, XIlI, XIll, antithrombin, prothrombin, vitamin K-dependent proteins S and C,
and D-dimer) in PHIV who have had COVID-19. In the presence of a proinflammatory

environment, these markers may influence the development of CVD.

Mid-term SARS-CoV-2 infection in PHIV resulted in differential expression of 10
miRNAs, which are considered biomarkers for the development of different types
of cancers (miRNA family of let 7 (a, f, b and g), hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-574-3p,
hsa-miR-197-3p, hsa-miR-122-5p) and neurological sequelae/pathologies (hsa-
miR-10b-5p and hsa-miR-191-5p). Dysregulation of these miRNAs in the mid-term

could indicate the development of these pathologies in the long-term.
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8. ANEXOS






Anexo |. Hospitales participantes en el estudio.






Listado de hospitales y centro incluidos en el estudio:

- Centro Sanitario Sandoval (Madrid).

- Hospital General Universitario Dr. Balmis (Alicante).
- Hospital Universitario Central de Asturias (Asturias).
- Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona).

- Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid).

- Hospital General Universitario de Elche (Alicante).

- Hospital General Universitario Gregorio Marafién (Madrid).
- Hospital Universitario Infanta Sofia (Madrid).

- Hospital Joan XXIII (Tarragona).

- Hospital Universitario La Paz (Madrid).

- Hospital Universitario de La Princesa (Madrid)

- Hospital Universitario Ramoén y Cajal (Madrid).
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Anexo Il. Paneles Procartaplex Multiplex Immunoassays






_____________________________________________________________________ Anexo II

Human Cytokine Storm Panel 21-Plex

Nombre biomarcador Simbolo oficial Descripcion completa

Citoquinas relacionadas con el SASP

G-CSF CSF3 Factor estimulante de granulocitos 3
i locit
GM-CSE CSF1 Factolr estimulante de granulocitos vy
macrofagos 2
IFN-y IFNG Interferén gamma
IL-1B IL1B Interleuquina 1 beta
IL-6 IL6 Interleuquina 6
IL-13 IL13 Interleuquina 13
IL-18 IL18 Interleuquina 18
TNF-a TNF Factor de necrosis tumoral alfa
TNF-B LTA Factor de necrosis tumoral beta/Linfotoxina
alfa
Proteina gquimioatrayente de
MCP-1 CCL2 monocitos/Ligando 2 de quimioquina con
motivo C-X-C
Proteina inflamatoria de los macréfagos de
MIP-1a CCL3 tipo 1-alfa/Ligando 3 de quimioquina con
motivo C-C
Proteina inflamatoria de los macréfagos de
MIP-1 CCL4 tipo 1-beta/Ligando 4 de quimioquina con
motivo C-C
IL-8 CXCLS Interleugulna 8/ Ligando 8 de quimioquina
con motivo C-X-C
Proteina 10 inducible por interferon
IP-10 CXxCL10 gamma/Ligando 10 de quimioquina con
motivoCXC
Citoquinas anti y proinflamatorias
IL-2 IL2 Interleuquina 2
IL-4 IL4 Interleuquina 4
IL-5 IL5 Interleuquina 5
IL-10 IL10 Interleuquina 10
IL-12p70 IL12B Interleuquina 12
IL-17A IL17A Interleuquina 17A
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IFN-a IFNA1 Interferdn alfa/interferdn alfa 1
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_____________________________________________________________________ Anexo II

Immuno-Oncology Checkpoint 14-Plex Human ProcartaPlex™ Panel 1

Nombre biomarcador

Simbolo oficial

Descripcion completa

Superfamilia de las inmunoglobulinas

Familia B7
CD80 CD80 Molécula CD80
Ligando 1 de muerte  celular
PD-L1 D274 programada/Molécula CD274
PD-L2 PDCD1LG2 Ligando 2 de muerte celular programada
Familia CD28
CD28 CD28 Molécula CD28
PD-1 PDCD1 Proteina de muerte celular programada
BTLA BTLA Atenuador de linfocitos By T
D152 CTLA4 |V|0.|ECLf|<‘:T CD152/Antigeno 4 de linfocitos
T citotoxicos
Familia no especifica
LAG3 LAG3 Gen 3 de activacién de linfocitos
Familia TIM
Dominio de inmunoglobulina y dominio 3
TIM3 HAVCR2 de mucina de células/Receptor celular 2
_______________________________________ delvirus de la hepatitis A _____________
Familia TNF/RSF
T Molécula CD137/ Miembro 9 de la
CD137/4-1BB TNFRSF9 superfamilia de receptores del factor de
necrosis tumoral
CD27 CD27 Molécula CD27
Proteina relacionada con el receptor TNFR
inducidao por glucocorticoides
GITR TNFRSF18 humanos/Miembro 18 de la superfamilia
de receptores del factor de necrosis
tumoral
Mediador de entrada del virus
HVEM TNFRSF14 herpes/Miembro 14 de la superfamilia de
e ———————————— e receptores del factor de necrosis tumoral
Enzima
IDO IDO1 Indolamida 2,3-dioxigenasa
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Anexo II _____________________________________________________________________

Immuno-Oncology Checkpoint 9-Plex Human ProcartaPlex™ Panel 3

Nombre biomarcador Simbolo oficial Descripcion completa

Superfamilia de las inmunoglobulinas

Familia B7

ICOSL ICOSL Ligando de ICOS
Ligando 1 del receptor 3

B7H6 NCR3LG1 desencadenante de citotoxicidad natural
CD276 CD276 Molécula CD276
Supresor de la activaciéon de linfocitos T
VISTA VSIR Fon dom.mlo variable de
inmunoglobulina/ Receptor
inmunorregulador del conjunto V
Familia IgFCAMS
CDh48 CDh48 Molécula CD48

Familia no especifica

CD47 CD47 Molécula CD47

Dominio de inmunoglobulina y dominio
4 de mucina de células T

Molécula CD134/Miembro 4 de |la
CD134 TNFRSF4 superfamilia de receptores del factor de
necrosis tumoral

S100-A8/A9 S100-A8/A9 Proteina de unién al calcio S100 A8/A9
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Coagulation 6-Plex Human ProcartaPlex™ Panel 1

_______________ Anexo Il

. , .. Descripcion
Nombre biomarcador Simbolo oficial P
completa
Proteina C reactiva CRP Proteina C reactiva
Antitrombina SERPINC1 Antitrombina Ill
Protrombina F2 Protrombina
Factor XI F11 Factor de ;(l)agulaaon
Factor XI| F12 Factor de;ﬁagulauon
Factor XIl] F13 Factor dexclcl)lagulauon
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Anexo II _____________________________________________________________________

Coagulation 4-Plex Human ProcartaPlex™ Panel 3

Nombre biomarcador

Simbolo oficial

Descripcion completa

Factor IX

Proteina S

Proteina C

Factor von Willebrand
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F9

PROS1

PROC

vWF

Factor IX

Proteina S dependiente de
Vitamina K
Proteina C dependiente de
Vitamina K

Factor von Willebrand



_____________________________________________________________________ Anexo II

Custom Panels - Procartaplex multiplex immunoassays

Nombre biomarcador

Simbolo oficial

Descripcion completa

Troponina |

NT-proBNP

TNNI3

Troponina |, musculo
cardiaco
Péptido natriurético tipo
pro-N-terminal

Nombre biomarcador

Simbolo oficial

Descripcion completa

Ferritina

Dimero D

Ferritina

Dimero D
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Anexo lll. Niveles de biomarcadores plasmaticos relacionados con

inflamacion crénica y envejecimiento prematuro
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Anexo IV. Niveles de biomarcadores plasmaticos relacionados con el

riesgo de desarrollo de cancer.
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Anexo V. Asociaciones entre biomarcadores plasmaticos asociados a
inflamacidn crénica, envejecimiento prematuro y riesgo de desarrollo de

cancer en individuos del grupo VIH/SARS.
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Anexo VI. Niveles de biomarcadores plasmaticos asociados a ECV.
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Anexo VII. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la subpoblacion de

estudio.






_____________________________________________________________________ A nexo VII

Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la subpoblacién de estudio.

Total VIH/SARS VIH
(n=40) (n=20) (n=20) P
Sexo
_ 32 (80,0%) 16 (80,0%) 16 (80,0%) 1,000
(masculino)
Edad (afios) | 44,0 [37,86-26,4] 46,4 [41,0-50,5] 40,0 [35,3-49,3]
(k':/":z) 24,9(23,3-26,7] | 259[23.427,7] | 24,5[23,4-253] | 1,000
Origen
étnico 38 (95,0%) 19 (95,0%) 19 (95,0%)
(Caucasico)
Infeccién por VIH
Tiempo de
'"f:*fl;m“ 7,5 [5,0-11,0] 8,5 [6,0-11,0] 7,0 [4,0-11,3] 0,506
(afios)
Terapia antirretroviral VIH
2ITAN+II 21 (52,5%) 8 (40,0%) 13 (65,0%)
2ITAN+IP 5(12,5%) 3 (15,0%) 2 (10,0%)
3ITAN 13 (32,5%) 8 (40,0%) 5 (25,0%) 0,444
2ITAN +
TNAN 1(2,5%) 1 (5,0%) 0 (0,0%)
Rutas de transmision VIH
uDlI 1(2,5%) 1 (5,0%) 0 (0,0%)
Sexual 30 (75,0%) 17 (85,0%) 13 (65,0%) 1,000
Desconocida 9(22,5%) 2 (10,0%) 7 (35,0%)
Infeccion por SARS-CoV-2+
Gravedad
Leve 20 (50%) 20 (100%) NA NA
Grave 0 (0%) 0 (0%) NA
Parametros inmunoldgicos
L';‘fc";:” 786 792 774 -
] * [556-940] [484-935] [569-962] ’
(Células/pL)
0,
Linf:::itos 35,0 34,5 35.00 0,757
T CDas [31,9-38,3] [26,3-39,3] [32,55-36,53]
L':fc";g” 949,5 745 1073 0,305
LD+ [645,5-1431,3] [648-1129] [736-1460] ’
(Células/pL)
[V)
Linfof:itos 37,9 34,0 45,2 0,078
T CD8% [33,3-51,0] [24,8-44,0] [35,8-51,56]
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AneXO VII _____________________________________________________________________

Ratio
0,9 103,9 0,7
CD41/ b8 [0,6-1,2] [46,0-142,5] [0,7-1,0] 0,526
Parametros hematoldgicos
Plaquetas 236.500 238.000 235.000 0759
(Células/uL) | [211.500-269.500] [218.000-256500] [207.000-296.500] !
Perfil bioquimico hepatico
AST 25,5 27,0 25,0 0690
(Ul/L) [20,0-32,8] [15,5-32,5] [21,0-32,5] !
ALT 26,5 25,0 28,0 0907
(Ul/L) [22,0-46,8] [18,0-55,5] [24,0-33,0] !
88,0 77,0 91,0
AST/ALT [68,0-117,8] [65,0-104,5] [78,0-118,0] 0,322
Perfil metabodlico
c°'tistt;’°' 182,00 173,50 183,00 0420
149,00-203,00 145,75-205,75 170,50-194,00 !
(mg/dL) [ ] [ ] [ ]
HDL 43,0 43,0 47,0 0,867
(mg/dL) [38,0-56,0] [39,0-59,8] [38,0-54,5] !
TG 109,0 100,5 119,0 0370
(mg/dL) [84,0-172,0] [78,5-157,8] [95,0-172,0] !
Glucosa 89,0 89,0 89,0 0465
(mg/dL) [82,5-94,8] [80,0-94,5] [87,0-93,5] !
Creatinina 182,0 173,5 183,0 0420
(mg/dL) [149,0-203,0] [145,8, 205,8] [170,5-194,0] !

Notas. Estadistica: los valores se expresan como la mediana [RIC] y el recuento absoluto
(porcentaje), Los p valores fueron estimados mediante la prueba de Chi-cuadrado para
variables categéricas y la prueba de Mann-Whitney para variables continuas. *Se
definieron como valores significativos aquellos con p £0,05. Abreviaturas: VIH, virus de
la inmunodeficiencia humana; IMC, indice de masa corporal; Il: inhibidores de la
integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; ITANs, inhibidores de la transcriptasa inversa
de nucledsidos; ITNANSs, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos; UDIs,
usuarios de drogas intravenosas; ; uL, microlitros; Ul/L, Unidades internacionales por
litro, mg/dL, miligramo por decilitro; AST, aspartato aminotransferasa aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;
TG, triglicéridos; NA, no aplicable.
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Anexo VIII. Visualizacién grafica de la normalizacion de la matriz de

microARNSs
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A continuacion, se muestran los resultados de la normalizacion de la matriz de miARNs

perteneciente a los grupos de estudio, VIH/SARS y VIH.
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Anexo IX. Validacion del Modelo de Andlisis de Expresion de microARNs

(MLG no ajustado) mediante QQ-Plot
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hsa-miR-191-5p
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