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RESUMEN.

Introduccion: La infeccion VIH afecta a 36,9 millones de personas alrededor del
mundo. Con la introduccion de la terapia antirretroviral (TARV) la infeccién con el
VIH, se considera una enfermedad cronica y manejable. Sin embargo, la presencia
del VIH, la deplecioén de linfociitos T CD4*, el dafio al GALT, asi como la disbiosis y
traslocacion bacteriana inducen una activacion inmune sistémica que resulta en una
inflamacion crénica de bajo grado, eventos que se han correlacionado al desarrollo
de comorbilidades no SIDA entre ellas la esteatosis hepatica no alcohdlica, misma
gque se relaciona con un riesgo aumentado de CVD. NAFLD comprende una serie
de alteraciones hepaticas en quienes no tienen un consumo significativo de alcohol,
gque abarca desde esteatosis y esteatohepatitis, hasta grados avanzados de fibrosis,
cirrosis y HCC. Los factores metabdlicos (obesidad, DM2, dislipidemia, etc.) son la
base en la patogénesis. En quienes viven con VIH, la microbiota intestinal ha
cobrado relevancia como factor asociado al desarrollo y progresién de enfermedad
metabdlica, NAFLD y CVD. En PVVIH, se ha reportado un aumento en el filo
Proteobacteria, asi como una alteracion en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes. En
pacientes NAFLD, se ha documentado un incremento en Proteobacteria,
Enterobacteria, Escherichia, Bacteroidetes ademas de Parabacteroidetes y
Allisonela, asi como una disminucion de Firmicutes. Los componentes funcionales
de la microbiota como los SCFA (propionato, butirato, acetato, ademas de &cido
valérico y caproico); tienen un impacto directo en el metabolismo humano y se
asocian a un estado inflamatorio persistente. El proceso inflamatorio crénico
presente en pacientes con VIH y NAFLD, aunado al proceso disbidtico, condicionan
una desregulacion en el metabolismo de los BCAAs (valina, leucina e isoleucina),
aminoacidos que se han correlacionado negativamente con la sensibilidad a la
insulina. Se han descrito numerosos biomarcadores, asociados con NAFLD, entre
ellos se encuentra Ox-LDL, la forma soluble de CD36 y el dimero-D, mismos que se
asocian al desarrollo de CVD en respuesta a la presencia de mediadores
inflamatorios y metabdlicos, vinculando asi la infeccion por VIH con el desarrollo de
NAFLD y CVD.
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Objetivo: Determinar la asociacion entre la composicion de la microbiota intestinal
y los metabolitos microbianos, con los niveles plasmaticos de citocinas
proinflamatorias y marcadores de activacion vascular en pacientes con VIH y con
NAFLD.

Metodologia: Estudio transversal, analitico. Universo de estudio: PVVIH >18 afios,
en TARV, carga viral indetectable, con sindrome metabdlico y con atencion médica
en la Unidad de VIH/SIDA del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
(HCG-FAA). Tamafno de muestra: 118 PVVIH que con base en los resultados de
fibrosis por ARFI y esteatosis por USG, se dividieron en 4 grupos: a) Grupo control
de PVVIH, b) Fibrosis, c) Esteatosis y d) Esteatosis més fibrosis. Tipo de Muestra:
Heces, suero y plasma. Metodos: Se realizé una historia médica, exploracion fisica
y medidas antropométricas. Se realizardn laboratoriales generales en el Laboratorio
Central del HCG-FAA. En el InlVIH, se realizo la cuantificacion de citocinas séricas
a través de un ensayo multiplex basado en perlas utilizando el citdmetro de flujo
Attune NXT. La IL-6, el TNF-a asi como los marcadores de activacion vascular se
determinarén por ELISA siguiendo las instrucciones de cada fabricante y las
absorbancias se leyeron en el equipo Synergy de Biotek. La caracterizacion y
andlisis de la microbiota intestinal se realizé siguiendo el protocolo Illumina 2013
utilizando la plataforma MySeq. Finalmente, los niveles plasméaticos de BCAAs se
evaluarén por HPLC en tanto que los niveles de SCFAs en heces se evaluarén por
cromatografia de gases. Los BCAAs se determinardn en la Universidad Autbnoma
de Nuevo Leon (UANL) por pago de servicio y la determinacién de las
concentraciones de SCFA se llevo a cabo en colaboracion con el Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias (CUCEI-UDG).

Resultados: La prevalencia de NAFLD fue de 50.84%. Al comparar los cuatro
grupos de estudio, se presentarén diferencias significativas en el IMC,
circunferencias de cintura y cadera presentando los valores mas altos el grupo de
esteatosis y fibrosis. Asi como en los niveles de hemoglobina,
leucocitos, neutréfilos, VLDL, GGT e insulina. En relacion a las PFHs, niveles de
GGT presentaron significancia estadistica, con los niveles mas altos en el grupo con

esteatosis mas fibrosis, seguido del grupo de esteatosis. Al analizar las citocinas en
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los grupos, se obtuvieron diferencias significativas en las concentraciones de IL-18
e IL-6,. No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de Ox-
LDL, sCD36 o el dimero D. Sin embargo, al comparar el grupo control vs. grupo
esteatosis mas fibrosis, hay una elevacioén significativa de dimero D en este Gltimo
grupo. Los niveles de Ox-LDL son significativamente mas elevados en aquellas
PVVIH con mayor grado de esteatosis. No se encontraron diferencias significativas
en la concentracién de los BCAAs en el grupo control y el grupo con esteatosis;
interesantemente, se observd una elevacion en la concentracion de acido aspartico
y acido glutamico. El grupo de esteatosis mostr0 un aumento significativo en la
cantidad de propionato en heces en relacion al grupo control. Respecto a la
microbiota intestinal, el analisis de beta diversidad indico la presencia de 3
enterotipos predominantes: Bacteroides en un 5%, Firmicutes en un 15%,y un
marcado predominio de Prevotella (caracterizando al 80% de las muestras).
Mediante la prueba PERMANOVA, se distinguieron dos
enterotipos: Firmicutes presente en el 90% y Prevotella presente en el 10% de las
muestras. Por abundancia relativa, a nivel de filo
predominaron Firmicutes y Bacteroides, seguidos de Proteobacteria en el total de
las muestras. En tanto que a nivel de género, hay un predominio
de Prevotella, Blautia, Faecallibacterium y Succinivibrio, este ultimo abundante en
el grupo de esteatosis y esteatosis mas fibrosis. Posterior a la construccion de un
core microbiano, se observo que en el grupo control, los géneros Blautia,
Ruminicoccus y Dorea fueron los mas caracteristicos. En el grupo con fibrosis,
predominé Ruminicoccus, Faecalibacterium, Coprococcus y Blautia; en el grupo
con esteatosis se encontré6 principalmente Blautia, Ruminicoccus 'y
Coprococcus; mientras que en el grupo de esteatosis con fibrosis,
predominaron Blautia y Ruminicoccus.

Conclusion: Con base en nuestros resultados, es evidente la necesidad de una
intervencion clinica integral y oportuna para estos pacientes, en quienes coexisten
dos condiciones clinicas caracterizadas por una inflamacion crénica sistémica, un

estado procoagulante, la presencia de una diosbiosis intestinal caracterizada por
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especies microbianas proinflamatorias a través de la produccion de metabolitos

microbianos con un impacto directo en salud intestinal.
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ABSTRACT.

Introduction: HIV infection affects 36.9 million people around the world. With the
introduction of antiretroviral therapy (ART), HIV infection is considered a chronic and
manageable disease. However, the presence of HIV, depletion of CD4+ T
lymphocytes, GALT damage, as well as dysbiosis and bacterial translocation
induced systemic immune activation that results in chronic low-grade inflammation,
events that have been correlated to the development of non-AIDS comorbidities,
including non-alcoholic hepatic steatosis, which is associated with a high risk of
CVD. NAFLD comprises a series of liver disorders in those who do not have
significant alcohol consumption, ranging from steatosis and steatohepatitis to
advanced degrees of fibrosis, cirrhosis and HCC. Metabolic factors (obesity, DM2,
dyslipidemia, etc.) are the basis of pathogenesis. In those living with HIV, the
intestinal microbiota has gained relevance as a factor associated with the
development and progression of metabolic disease, NAFLD and CVD. In PLHIV, an
increase in the Proteobacteria phylum has been reported, as well as an alteration in
the Firmicutes/Bacteroidetes ratio. In NAFLD patients, an increase in
Proteobacteria, Enterobacteria, Escherichia, Bacteroidetes in addition to
Parabacteroidetes and Allisonella, as well as a decrease in Firmicutes, have been
documented. The functional components of the microbiota such as SCFA
(propionate, butyrate, acetate, as well as valeric and caproic acid); they have a direct
impact on human metabolism and are associated with a persistent inflammatory
state. The chronic inflammatory process present in patients with HIV and NAFLD,
together with the dysbiotic process, condition a deregulation in the metabolism of
BCAAs (valine, leucine, and isoleucine), amino acids that have been negatively
correlated with insulin sensitivity. Numerous biomarkers associated with NAFLD
have been described, including Ox-LDL, the soluble form of CD36 and the D-dimer,
which are associated with the development of CVD in response to the presence of
inflammatory and metabolic mediators, thus linking HIV infection with the
development of NAFLD and CVD.
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Objective: To determine the association between the composition of the intestinal
microbiota and microbial metabolites, with plasma levels of proinflammatory
cytokines and markers of vascular activation in patients with HIV and NAFLD.
Methodology: Cross-sectional, analytical study. Universe of study: PLHIV >18
years old, on ART, undetectable viral load, with metabolic syndrome and with
medical attention in the HIV/AIDS Unit of the Civil Hospital of Guadalajara “Fray
Antonio Alcalde” (HCG-FAA). Sample size: 118 PLHIV who, based on the results of
fibrosis by ARFI and steatosis by USG, were divided into 4 groups: a) Control group
of PLHIV, b) Fibrosis, c) Steatosis and d) Steatosis plus fibrosis. Sample Type:
Feces, serum and plasma. Methods: A medical history, physical examination and
anthropometric measurements were performed. General laboratories were carried
out in the Central Laboratory of the HCG-FAA. At InlVIH, serum cytokine
guantification was performed through a bead-based multiplex assay using the Attune
NXT flow cytometer. IL-6, TNF-a as well as vascular activation markers were
determined by ELISA following the instructions of each manufacturer and the
absorbances were read in the Biotek Synergy equipment. The characterization and
analysis of the intestinal microbiota was performed following the Illumina 2013
protocol using the MySeq platform. Finally, the plasmatic levels of BCAAs were
evaluated by HPLC while the levels of SCFAs in faeces were evaluated by gas
chromatography. The BCAAs were determined at the Autonomous University of
Nuevo Leon (UANL) for service payment and the determination of SCFA
concentrations was carried out in collaboration with the University Center for Exact
Sciences and Engineering (CUCEI-UDG).

Results: The prevalence of NAFLD was 50.84%. When comparing the four study
groups, there were significant differences in BMI, waist, and hip circumferences, with
the highest values in the steatosis and fibrosis group. As well as in the levels of
hemoglobin, leukocytes, neutrophils, VLDL, GGT and insulin. In relation to the PFHSs,
GGT levels presented statistical significance, with the highest levels in the group
with steatosis plus fibrosis, followed by the group with steatosis. When analyzing the
cytokines in the groups, significant differences were obtained in the concentrations

of IL-18 and IL-6. No significant differences were found in the concentrations of Ox-
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LDL, sCD36 or D-dimer. However, when comparing the control group vs. steatosis
plus fibrosis group, there is a significant elevation of D-dimer in the latter group. Ox-
LDL levels are significantly higher in those PLHIV with a higher degree of steatosis.
No significant differences were found in the concentration of BCAAs in the control
group and the group with steatosis; interestingly, an elevation in the concentration
of aspartic acid was observed

and glutamic acid. The steatosis group showed a significant increase in the amount
of propionate in feces in relation to the control group. Regarding the intestinal
microbiota, the beta diversity analysis indicated the presence of 3 predominant
enterotypes: Bacteroides in 5%, Firmicutes in 15%, and a marked predominance of
Prevotella (characterizing 80% of the samples). Using the PERMANOVA test, two
enterotypes were distinguished: Firmicutes present in 90% and Prevotella present
in 10% of the samples. By relative abundance, Firmicutes and Bacteroides
predominated at the phylum level, followed by Proteobacteria in all the samples.
While at the genus level, there is a predominance of Prevotella, Blautia,
Faecallibacterium and Succinivibrio, the latter abundant in the group of steatosis and
steatosis plus fibrosis. After the construction of a microbial core, it was observed that
in the control group, the genera Blautia, Ruminicoccus and Dorea were the most
characteristic. In the group with fibrosis, Ruminicoccus, Faecalibacterium,
Coprococcus and Blautia predominated; in the group with steatosis, mainly Blautia,
Ruminicoccus and Coprococcus were found; while in the group of steatosis with
fibrosis, Blautia and Ruminicoccus predominated.

Conclusion: Based on our results, it is evident the need for a comprehensive and
timely clinical intervention for these patients, in whom two clinical conditions coexist
characterized by chronic systemic inflammation, a procoagulant state, the presence
of an intestinal dysbiosis characterized by microbial species. proinflammatory
through the production of microbial metabolites with a direct impact on intestinal
health.
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XV. INTRODUCCION.

La infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) continGa siendo un
problema de salud publica que afecta a 36,9 millones de personas alrededor del
mundo. La Terapia Antirretroviral (TARV), ha cambiado el paradigma de la infeccidn
con VIH y ahora se considera una enfermedad cronica manejable. Sin embargo, la
presencia de una activacion inmune persistente, la presencia sistémica de
reactantes de inflamacion cronica, la toxicidad por el uso crénico de la TARV y la
presencia de factores de riesgo tradicionales por envejecimiento, contribuyen al
desarrollo de transtornos reconocidos como Enfermedades No Comunicables entre
las cuales se incluyen: Obesidad, DM2, dislipidemia, enfermedad renal crénica,
enfermermedad por higado graso no alhohdlica (NAFLD), enfermedad
cardiovascular (CVD), entre otras. Asi, en personas que viven con VIH (PVVIH), los
eventos descritos, sumados a factores metabdlicos como obesidad, DM2,
dislipidemia y sindrome metabdlico contribuyen al desarrollo y progresion de
NAFLD. En este sentido, las PVVIH presentan un estado disbidtico que perpetla la
inflamacion crénica a nivel local y sistémica. La disbiosis, aumenta la permeabilidad
intestinal y la liberacion de productos bacterianos hacia la circulacion sistémica, lo
gue aumenta la exposicién hepatica a sustancias nocivas que aumentan la
inflamacion y la fibrosis hepatica. Los cambios en el microbioma también pueden
causar dismotilidad, inflamacion intestinal y otros cambios inmunolégicos en el
intestino que podrian contribuir a la lesion hepatica. Por lo tanto, es necesario
caracterizar la microbiota, la presencia de metabolitos microbianos y mediadores
inflamatorios en el contexto del VIH-NAFLD con el fin de dilucidar la influencia del
estado disbibtico y sus efectos a través de mediadores producidos e inducidos por
la microbiota que contribuyen a la patogénesis de NAFLD. Ademas, esto podria
ayudar a encontrar biomarcadores no invasivos, precisos y reproducibles para el
diagnostico precoz de NAFLD en pacientes con VIH, ya que actualmente no hay un
marcador oportuno que alerté al clinico sobre un probable desarrollo y/o progresion
de NAFLD vy se inicie una intervencion terapéutica oportuna. Considerando los

antecedentes, el objetivo de este estudio es determinar si existe una asociacion
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entre la microbiota intestinal con los niveles de metabolitos microbianos y

biomarcadores vasculares, metabdlicos e inflamatorios en PVVIH con NAFLD.
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XVI. MARCO TEORICO.

1. El virus de la inmunodeficiencia humana.

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente causal del Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El virus fue identificado por primera vez en
1983, derivado del aislamiento del virus en un paciente por el grupo encabezado por
Luc Montagnier aislaron el virus en un paciente (1). En 1984, Robert Gallo y sus
colaboradores demostraron que un retrovirus era el causante de la infeccion y lo
denominaron Virus Linfotropico de células T 1l (HTLV Ill), y posteriormente fue
denominado virus de la inmunodeficiencia humana (2). El VIH pertenece a la familia
Retroviridae y al género Lentivirus, y existen dos especies: VIH-1 y VIH-2, que
comparten un 40 a 50% de homologia genética. El tipo 1 es el agente etiologico de
la pandemia de SIDA, en tanto que, VIH-2 es menos patogénico, transmisible y se
encuentra distribuido principalmente en Africa. Del VIH-1, se han identificado cuatro

grupos: M, N, Oy P, el grupo M es el causante de la pandemia de VIH (3).

El virus VIH-1 posee una forma esférica y mide de 80 a 100 nm de didmetro, tiene
un nucleo de forma cilindrica. Esta envuelto por una bicapa lipidica tomada a partir
de la membrana de la célula infectada. En la envoltura estan inmersas las
glicoproteinas 120 (gp120) en la parte externa, y en el centro una glicoproteina
transmembranal formada por tres glicoproteinas 41 (gp4l). La capa interna
denominada nucleocapside de la matriz celular esta formada por la proteina pl17
(p17). Alinterior de la particula viral se encuentra la capside, la cual estd compuesta
por las proteinas p24 y p9, esta estructura encierra al genoma viral y las proteinas
enzimaticas como la transcriptasa reversa, integrasa y proteasa, este complejo
también se denomina nucleoide. Finalmente, la nucleocapside esta compuesta por
la proteina estructural p7 la cual interacciona directamente con el RNA viral al interior

de la capside y protege al genoma viral de nucleasas celulares, Figura 1 (3,4).
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Figura 1. Estructuradel Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Se visualiza
la membrana lipidica del virus la cual contiene proteinas de la envoltura gp120 y gp41
y algunas proteinas de la célula del hospedero. Le continla una estructura
conformada por la proteina matriz p17, y al centro se observa la capside compuesta
por la proteina p24, estructura que encierra el genoma viral y proteinas como la
integrasa, transcriptasa reversa y otras como Tat. Finalmente, se observa la
interaccién de la nucleocapside (p7) y el genoma viral. Tomado de scistyle, Thomas
Splettstoesser 2014.

1.1. Epidemiologia de la infeccion por VIH.

Desde el inicio de la epidemia de infeccion por VIH a la fecha, cerca de 77.3 millones
de personas han sido infectadas a nivel mundial, de ellas, 35.4 millones han muerto
por causas relacionadas a SIDA, de acuerdo con los ultimos datos proporcionados
por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA, alrededor de
37.7 millones de personas alrededor del mundo, viven con VIH (5,6).

Desde el inicio de la terapia antirretroviral altamente efectiva (TARV), ha marcado
una diferencia en la esperanza y calidad de vida. Actualmente, 27.2 millones de
personas que viven con VIH (PVVIH), tienen acceso a terapia antirretroviral (73%),
el 80% de embarazadas con VIH en el mundo tienen acceso a tratamiento, lo que

previene la transmision neonatal (5).

21



En el 2021 se reportaron 1.5 millones de nuevas infecciones 680,000 muertes
relacionadas a SIDA. (5) Sin embargo, las tasas de mortalidad se han reducido
notablemente tras la implementacion de TARV en el mundo, se calcula una
reduccion del 51% en las muertes relacionadas a SIDA, desde su pico mas alto en
el 2004. (3,5) También ha mejorado a través de los afios el porcentaje de personas
gue conocen su enfermedad. Cifras al 2017 revelan que el 75% de las personas
gue viven con VIH conocen su estado serolégico. (5) En México, hasta el primer
trimestre del 2022, se tienen registrados 336,515 casos de infeccion por VIH; de los
cuales, 208,697 se encuentran vivos. La tasa de mortalidad por VIH en México es
de 3.82 por 100,000 habitantes. Actualmente en Jalisco, se tienen reportados
13,420 casos de infeccion por VIH/SIDA hasta el 2018, que representa el 6.6% de
la poblacion nacional (7).

1.2. Entraday ciclo de replicacién del VIH.

El VIH dafa el sistema inmunoldgico y disminuye las defensas del hospedero al
infectar a los Linfocitos T CD4*, que expresan el correceptor CCR5, sin embargo,
en otros pacientes CXCR4 es el correceptor que facilita la union al virus. Aunque
los linfocitos T CD4* son las principales células en orquestar la infeccion, otras
células pueden expresar este receptor, como monocitos, macrofagos y las células
dendriticas, siendo todas ellas susceptibles a la infeccién por el VIH (3,8).

Tras la entrada del virus, la glicoproteina gp120 interactia con el receptor CD4* en
los linfocitos, lo que induce la formacion de un puente entre los dominios internos y
externos de gp120, con la consecuente exposicion del sitio de unién al correceptor
CCR5/CXCRA4. La preferencia por uno u otro correceptor se denomina tropismo viral
y es determinado por la variabilidad en la regién V3 de gp120. El anclaje a este co-
receptor genera la insercion del péptido de fusion, localizado en la region amino
terminal de la glicoproteina gp41, a la membrana celular, y posteriormente ocurre
una fusion de las dos membranas y entrada de la particula viral. La liberacion del
ARN en el citoplasma, inicia la transcripcion inversa; en el siguiente paso, se integra

el ADN viral al ADN de la célula con ayuda de la integrasa (9).

22



El ADN viral integrado utiliza los recursos de transcripcidén celular del hospedero,
para llevar a cabo la transcripcion de diversos ARNm que generan las poliproteinas
virales, las cuales son cortadas por la proteasa del VIH para dar origen a diversas
proteinas que forman un nuevo virus, el cual sale de la célula por gemacion
llevandose parte de la membrana de la célula, madurando la particula viral y

haciéndola infecciosa, Figura 2 (9,10).
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Figura 2. Entrada y ciclo de replicacion del VIH. Se ilustra el proceso de entrada del virus, el
cual requiere la expresién celular del receptor CD4 y los correceptores CXCR4 y CCR5. Una
vez que se logra la fusion de membranas y la consecuente liberacién del material genético viral
en citoplasma se lleva a cabo el proceso de transcripcion inversa. La molécula de ADN de doble
cadena es después integrada al genoma del hospedero para posteriormente llevar a cabo la
transcripcion de diversos ARNm virales. Posterior al proceso de traduccion se formaran diversas
proteinas virales que se ensamblaran para dar origen a una nueva particula viral que sale de la
célula por gemacion hacia el espacio extracelular, de ahi se inicia de nuevo el proceso de
infeccién por entrada a otra célula. Tomada de Maartens G, Celum C, Lewin SR. HIV infection:
Epidemiology, pathogenesis, treatment, and preventio, 384(9939):258-71, 2014 (9).

1.3. Patogénesis de la infeccién por VIH.
Uno de los eventos méas notables durante la infeccién por VIH, es la disminucién

progresiva de los linfocitos T CD4*, la cual es secundaria a infeccion directa
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(destruccidn) e indirecta (formacién de sincitios, activacion inmune, proliferacion y
senescencia) .

Tras 3-4 dias de infeccidn se establece una diseminacion local a través de los
linfocitos T CD4*, que logra diseminarse a mucosas, submucosas y al tejido
linforeticular. De esta forma, alcanza el tejido linfoide asociado a intestino (GALT),
donde continua la replicacion viral, con aumento en los niveles de ARN viral y
respuesta inflamatoria, caracterizada por un aumento de citocinas, quimiocinas e
interferones por parte del hospedero. Clinicamente, esta etapa se manifiesta como
fiebre, linfadeopatia, faringitis, rash maculopapular, mialgias, artralgias, cefalea y
hepatoesplenomegalia (11).

Dias a semanas tras la infeccion, sobreviene la etapa de seroconversion, en la que
es posible encontrar anticuerpos neutralizantes, lo que genera reduccién de la
viremia como resultado de la respuesta inmune y de la pérdida de células blanco,
sobre todo, en el tracto gastrointestinal. Tras estos eventos, la viremia permanece
estable durante afios, sin sintomas clinicos pero como una infeccién cronica y
destruccion continua de linfocitos T CD4*. Generalmente, hasta alcanzar un conteo
de células T CD4* por debajo de 200 células/uL sobrevienen sintomas
constitucionales (fiebre, pérdida ponderal, diarrea, etc.) asi como la infeccion por

microorganismos oportunistas, descita en pacientes con SIDA (9,12).

1.4. Tratamiento antirretroviral.

El objetivo principal del TARV es la supresion en la replicacion del VIH, con lo cual
evita la progresion en el dafio al sistema inmunolégica y tras lo cual sobreviene una
reconstitucion por aumento linfocitos T CD4*. Una vez recuperada la cuenta de
linfocitos T CD4+, el riesgo de infecciones oportunistas y enfermedades definitorias
de SIDA, disminuye (13).

Sin embargo, se ha asociado el uso de algunos grupos de antirretrovirales con el
desarrollo de Resistencia a la Insulina (RI), aumento de grasa viceral y dislipidemia
(14).

El uso de inhibidores de la transcriptasa reversa se asocia con desarrollo de

disfuncion mitocondrial con inhibicién de la replicacion de ADN mitocondrial por
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unién a la polimerasa gamma, esto promueve el deterioro de la fosforilacion
oxidativa y causa formacién de especies reactivas de oxigeno con dafio al ADN
mitocondrial, y contribuye a disfuncion de este organelo celular. La disfuncién
mitocondrial hepética contribuye a la oxidacién de acidos grasos, de esta forma la
mitocondria es incapaz de procesar esta oxidacion y genera acumulacion de
triglicéridos. Este efecto sobre la mitocondria es evidente con los viejos inhibidores
de transcriptasa reversa (15).

Por su parte, los inhibidores de proteasa (IP) se asocian con RI (sobre todo las
primeras generaciones), dado que actian como inhibidores potentes y especificos
de transportadores del receptor GLUT4, lo cual conduce a hiperglicemia e
hiperinsulinemia; ademas, tienen la capacidad de inhibir la secrecion de insulina por
parte de las células beta pancreaticas. Estudios recientes, parecen indicar que los
inhibidores de proteasa contribuyen a la elevacion de apolipoproteina B que se
encarga de transportar lipoproteinas de baja densidad (LDL del inglés low density
lipoprotein), liproteinas de muy baja densidad (VLDL del inglés very low density
lipoprotein)y triglicéridos (TGL), asi como la inhibicion en el transporte de
triglicéridos (16).

1.5. Enfermedades no definitorias de SIDA.

Tras el acceso al tratamiento antirretroviral, un buen nimero de pacientes ha
logrado prolongar su esperanza de vida, con lo cual las enfermedades transmisibles
y definitorias de SIDA han ido en descenso. De tal manera, que la infeccién por VIH
se ha convertido en una enfermedad crénica, dando lugar a un incremento en el
riesgo de comorbilidades por factores como:

e Activacion inmune e inflamacion crénica persistente

e Toxicidad a largo plazo por el uso de antirretrovirales

e Mayor prevalencia de factores de riesgo tradicionales por envejecimiento

Estos factores, contribuyen al desarrollo de otros trastornos, entre los que se
incluyen: obesidad, Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, Hipertension

Arterial (HTA), Enfermedad Cardiovascular (ECV), enfermedad cerebrovascular,
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cancer, enfermedad renal cronica, enfermedades 6seas, enfermedad hepética, etc.

Todas ellas son enfermedades no comunicables (17).

2. Enfermedad por higado graso no alcohdlico.

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (NAFLD), hace referencia a las
manifestaciones hepéticas de un grupo de condiciones que se asocian con
disfuncidon metabolica. Se define por la presencia de esteatosis en al menos el 5%
de los hepatocitos en aquellos pacientes sin consumo elevado de alcohol (=30
mg/dia para hombres y 220 mg/dia para mujeres) y se suele acompanar de factores
de riesgo metabolicos (particularmente, obesidad y DM2) (18).

NAFLD, involucra un espectro de cuadros clinicos y cambios histologicos que
comprenden lesion directa a los hepatocitos por acumulacion de gotas de
triglicéridos, inflamacion, activacion de células estelares hepaticas y acumulacion
de matriz extracelular. Alrededor del 25% de los casos con higado graso no
alcohdlico progresa a esteatohepatitis no alcohodlica y desarrolla fibrosis. La
persistencia de los factores metabdlicos y la presencia de inflamacién al inicio de la
enfermedad son factores fuertemente asociados a la progresion de fibrosis. De
aquellos pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica, el 40% permanecen con
grados estables de fibrosis y el 35% progresa. El desarrollo de fibrosis es paulatino,
con una media de 14 afios para pacientes con higado graso no alcohdlico y 7 afios
para pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica; del 9 al 20% de los pacientes con
NAFLD desarrollara cirrosis en un periodo de 5 a 10 afios y, algunos de ellos
desarrollardn Carcinoma Hepatocelular (HCC, del inglés: Hepatocellular
Carcinoma), con una incidencia acumulativa de 20% cada 5 afios, sin embargo, esta
tambien puede ocurrir sin la presencia de cirrosis (19,20).

La evolucion de la enfermedad hepatica, puede explicarse por la "hipétesis del doble
hit"; la cual considera dos eventos detonantes, en el primer insulto, hay una
acumulacion de lipidos en los hepatocitos generado por el consumo de grasas y el
desarrollo de RI, estas alteraciones generararian una suceptibilidad hepética a
factores dafiinos como estrés oxidativo, polimorfismos genéticos, activacion de vias

inflamatorias (citocinas producidas por células de Kupffer o adipocinas producidas
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por hepatocitos), desregulacion de la apoptosis hepatica, activacion de células
estelares hepaticas, todos estos factores contituirian el “segundo hit", que actuando
de forma independiente generan progreso en la esteatosis macrovesicular y
esteatohepatitis no alcohdlica. La progresién incluye dafio gradual al higado, que se
asocia a apoptosis, inflamacién y fibrogénesis; la fibrosis progresa desde la zona

periportal, hasta el desarrollo de cirrosis, falla hepatica y hepatocarcinogénesis

2.1. Prevalencia e incidencia de NAFLD.

La prevalencia de NAFLD a nivel mundial es del 25.24% con una amplia distribucion
geografica en todo el mundo. Las tasas de prevalencia mas altas se reportan en
Oriente Medio y América del Sur (alrededor del 30%), mientras que el namero
limitado de estudios de Africa informa una prevalencia mucho mas baja con un 13%.
La mayoria de los estudios sobre epidemiologia de NAFLD se han realizado en
Estados Unidos y América del Norte, regiones en donde se reporta una prevalencia
de 21 al 24.7%, porcentaje de prevalencia muy similar al que se reporta en Europa
(24%). A nivel mundial, el incremento en la prevalencia de HCC relacionado a
NAFLD es concomitante a la epidemia global de obesidad, a su vez NAFLD es un
causal directo de aumento de casos de HCC en EE. UU, Franciay Reino Unido. En
Estados Unidos, NAFLD es la causa del 50-75% de la enfermedad hepética crénica,
y se cree que se convertira en la principal causa de cirrosis y HCC. En México, solo
hay dos informes de la prevalencia de NAFLD; el primero, realizado en 2006, el cual
detectd una prevalencia del 14.3% mediante ultrasonido hepéatico en adultos
asintométicos, mientras que el segundo, realizado en 2010, utilizé6 imagenes de
resonancia magnética con espectroscopia y encontré0 una prevalencia del 45%
(21,22)

Cabe destacar que personas obesas o delgadas con NAFLD reportan una incidencia
para todas las causas de mortalidad de 12.1 por 1000 personas/afio, 4.0 relacionada
a la mortalidad por ECV y 4.1 para las enfermedades relacionadas a enfermedad
hepatica. Finalmente, los individuos delgados y obesos con NAFLD reportan una
incidencia de 18.7 para el inicio de enfermedad cardiovascular y hasta un 56.1 para

el inicio de hipertension (23).
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2.2. Prevalencia de NAFLD en grupos de alto riesgo.

e Obesidad, un indice de masa corporal elevado y la obesidad visceral parecen
ser el factor de riesgo con mas asociacion a NAFLD, encontrando una
prevalencia en algunas poblaciones de hasta 95%.

e Diabetes mellitus tipo 2, algunos estudios han mostrado que 1/3 a 2/3 de los
pacientes diabéticos desarrollardn NAFLD, aunque la asociacion parece ser
bidireccional.

e Dislipidemia, la concentracién elevada de triglicéridos y baja de lipoproteinas
de alta densidad tienen una prevalencia de hasta el 50% en pacientes con
NAFLD.

e La prevalencia de NAFLD en el sexo masculino es dos veces mayor que en
las mujeres. La incidencia varia en el contexto mundial desde 28.01 a 52.34

por 1,000 personas (15).

Recientemente, se ha descrito que la poblacion que vive con la infeccion con VIH y
gue se encuentra en un régimen de TARV, presenta un riesgo elevado para el
desarrollo de NAFLD. En este sentido, se ha encontrado una prevalencia del 28-
48% de NAFLD en pacientes que viven con VIH y las tasas son significativamente
mas elevadas en hombres. Aunque los factores de riesgo para NAFLD en los
pacientes que viven con VIH son los mismos que para la poblacién general, se ha
propuesto que la etiologia en este grupo varia (24).

En pacientes VIH, la patogénesis de NAFLD tiene de base los factores metabdlicos
(obesidad, DM2, dislipidemia, sindrome metabdlico y ECV), ademas de los factores
relacionados a la infeccion por VIH, como es la presencia del virus per se, el uso de
la TARV (nucleésidos de primera generacion e IP), el desarrollo de lipodistrofia,
ademas del contexto de inflamacion y activacion inmunoldgica (asociados al
desarrollo de IR), persistencia de infecciones virales (infeccion por virus de la
hepatitis C y B, citomegalovirus), altamente prevalentes en pacientes infectados con
VIH factores que pueden contribuir al desarrollo y progresién de NAFLD/NASH (del

ingles, non alcoholic steatohepatitis) , cirrosis y HCC (25).
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La IR presenta una elevada prevalencia en la poblacion que vive con VIH (alrededor
del 35%). En VIH y en NAFLD se mantiene un estado de inflamacion cronica en el
cual destacan algunas citocinas como TNF-a e IL-6, y estas a su vez se han
asociado a la presencia de IR. Sin embargo, aln es poco claro si otros marcadores
de activacién inmunolégica caracteristicos de ambas patologias como entidades
separadas o en conjunto se asocian a IR (26).

La principal causa de muerte en pacientes con NAFLD, independientemente de la
etapa, es la ECV. NAFLD aumenta hasta cuatro veces el riesgo de desarrollar
depdsitos de calcio en las arterias coronarias, por lo que los individuos con NAFLD
tienen un riesgo incrementado de hasta seis veces mas para ECV; por lo tanto,
NAFLD debe considerarse como parte de la deteccion metabodlica para la
estratificacion de ECV (25).

El gold estandar para el diagnostico de NAFLD es la biopsia hepatica, que permite
distinguir entre esteatosis y esteatohepatitis no alcohdlica, sin embargo, este
procedimiento conlleva ciertas complicaciones (dolor, sangrado) por lo cual se
prefiere adoptar algunos procedimientos no invasivos y con una buena sensibilidad,
tales como tomografia computarizada o mejor aun, y con una sensibilidad del 100%
la resonancia magnética con espectroscopia de protones con densidad de grasa
(MRS-PDFF) (27).

Existen otros métodos para diagnostico, Fibroscan, por ejemplo, permite medir de
forma simultanea esteatosis y fibrosis, ayuda a determinar la atenuacion ultrasénica
a una frecuencia de 3.5 MHz, cuya sensibilidad aumenta de acuerdo al grado de
esteatosis 78% para el estadio S1 y 86% para el estadio S3. (40)

Es importante, destacar que el Unico método Util para realizar una distincién entre
NASH y NAFLD es la biopsia hepética, la importancia de esta diferenciacion radica,
en que el 25-35% de los pacientes con NASH progresaran a fibrosis hepatica o
cirrosis. Ademas, una buena proporcion de pacientes en NASH tienen pruebas de
funcidén hepatica en rangos normales. (40)

No existe un marcador de laboratorio, que por si mismo pueda ser utilizado para el
diagnostico de NAFLD. Gamma-glutamil transferasa (GGT), frecuentemente se

encuentra elevado en pacientes con NAFLD y se asocia a mortalidad. Alanina
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aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) pueden tener elevacién
moderada. De modo que se han validado algunos puntajes, qué, considerando un
conjunto de parametros podrian predecir esteatosis hepatica. A continuacion, se
describen algunos (28):

e NAFLD fibrosis score, se estima con la presencia de DM2, Indice de Masa
Corporal (IMC), conteo de plaquetas, albumina sérica, niveles de AST y el
ratio AST/ALT. Un puntaje mayor a 0.675 tiene una sensibilidad del 86% y
una especificidad del 71% para identificar esteatosis mayor al 5.56%, un
resultado menor a -1.46 excluye fibrosis avanzada con un valor predictivo
negativo del 88% (29).

e FIB-4, se calcula con los valores de transaminasas y plaguetas, un resultado
menor a 1.45 tiene un valor predictivo negativo de 90% y sensibilidad del 70%
para fibrosis avanzada, mientras que un valor mayor a 3.25 tiene una
especificidad del 97% y un valor predictivo positivo de 65% para fibrosis
avanzada por lo que FIB-4 resulta Gtil en la prediccion de fibrosis y muerte
(30) .

e Aspartate aminotransferase to platelet ratio index (APRI), un valor mayor a
1.5% puede predecir fibrosis hepatica con un valor predictivo positivo de 89%,

y un valor menor al 0.5 excluye fibrosis hepatica en un 80% (31).

Hasta el momento, la Sociedad Clinica Europea del SIDA, solo recomienda realizar
ultrasonido hepético en aquellos pacientes que viven con VIH y que presentan
Sindrome Metabdlico (MS, del inglés Metabolic Syndrome) o alteraciones
persistentes en los niveles de transaminasas (32). Es importante mencionar que

estos scores no han sido validados en la poblacion que vive con VIH.

2.3. Patogénesis de NAFLD.

La patogénesis de NAFLD es multifactorial, desde 1998 se planteo la hipotesis del
doble hit, en la cual se consideraba la esteatosis como el primer hit o insulto al
organo hepatico y este a su vez requeria un segundo hit para progresar a

NAFLD/fibrosis. Hoy en dia, se considera la hipétesis de multi-hit lo que implica una

30



diversidad de factores que actuan en forma paralela y sinérgica en individuos con
predisposicion genética al desarrollo de NAFLD. Asi, la patogenia de NAFLD,
implica una interaccion compleja entre diversos factores ambientales como son
obesidad, cambios en la microbiota intestinal y variantes genéticas predisponentes
gue dan como resultado una homeostasis de lipidos alterada y una acumulacién
excesiva de triglicéridos y otras especies lipidicas en los hepatocitos. La IR es un
mecanismo central que conduce a lipotoxicidad, estrés del reticulo endoplasmico
(ER), autofagia alterada y, en ultima instancia, lesién y muerte de los hepatocitos
gue desencadenan inflamacion hepatica, activacion de células estelares hepaticas
y fibrogénesis progresiva, lo que impulsa la progresién de la enfermedad (33), Figura
3.
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Figura 3. Patogénesis de NAFLD. Se visualiza como los principales componentes para el
desarrollo y progresion de la enfermedad entre ellos, la dieta, los factores genéticos, la presencia
de obesidad con expansién del tejido adiposo y aumento de la lipdlisis debido a la resistencia a
la insulina, resultando en lipotoxicidad, disfuncion mitocondrial, produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), estrés de ER, autofagia, apoptosis, activacion del
inflamasoma, liberacion de vesiculas extracelulares y, en Ultima instancia, activacion de células
estelares hepéticas y fibrogenesis. Tomado de Arab, J. P., Arrese, M., & Trauner, M. Recent
Insights into the Pathogenesis of Nonalcoholic Fatty Liver Disease, 13, 321-350, 2018 (33).

3. Microbiota intestinal en VIH-NAFLD.
La patogénesis de NAFLD es compleja e intervienen diversos factores que

interactdan, resultando en un metabolismo lipidico alterado y un microambiente
inflamatorio. La microbiota, esta involucrada en la modificacion del balance entre

mediadores anti y proinflamatorios contribuyendo a la progresion a NASH. Se ha
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demostrado, que los pacientes con NAFLD y NASH presentan permeabilidad
intestinal alterada que se sustenta a nivel molecular con una disminucion en la
molécula de adhesion zonulina-1 (ZO-1). Las alteraciones en el eje intestino-higado
juegan un papel importante en la patogénesis de NAFLD, la disrupcion en la barrera
intestinal permite la translocacion bacteriana que genera endotoxemia e induce la
activacion de las células de Kupffer asi como de células estelares hepéticas lo que
asienta una respuesta inflamatoria hepatica via activacion de los receptores tipo Toll
(TLRs, del inglés Toll like Receptors), y sensores, tales como el inflamasoma
favoreciendo la sintesis de IL-1B, Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) y
mediadores profribrogénicos como el Factor de Crecimiento Tisular-p (TGFB-1) y el
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF, del inglés Platelet-derived
growth factor), promoviendo una respuesta inflamatoria sostenida, asi como
cambios en la composicion de la microbiota y productos bacterianos que colaboran

en la induccion de esteatosis (33).

Especificamente, en pacientes con NAFLD se ha descrito una abundancia de
especies como Proteobacteria, Enterobacteria, Escherichia, Bacteroidetes;
Parabacteroidetes y Allisonela en pacientes con NASH, en tanto que estos
pacientes muestran una baja concentracion de Faecalebacterium vy
Anaerosporobacter. Ademas, se ha documentado un incremento en Proteobacterias
y una disminucién de Firmicutes durante la progresion de NAFLD. Los pacientes con
NAFLD, tienen una mayor presencia de Lactobacillus en relacion con controles
sanos. En un estudio reciente, se reportdé que pacientes NAFLD-cirrosis y NAFLD
sin fibrosis estan enriquecidos con Streptococcus; similar a lo encontrado en una
cohorte italiana de pacientes con NAFLD-cirrosis con y sin HCC. Los pacientes
NAFLD-cirrosis, mostraron un aumento en Megasphaera. Especies de la familia
Enterobacteriaceae y los géneros Streptococcus y Gallibacterium. Las bacterias
productoras de etanol tienen un papel esencial en la fisiopatologia de la NAFLD. Se
ha sugerido que la produccion de etanol a partir de glucosa o fructosa, por
microorganismos como Escherichia, Lactobacillus fermentum y Weissella confusa,

aumenta el estrés oxidativo y la inflamacion del higado (34).
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Una caracteristica distintiva de las PVVIH es la disminucion de la diversidad
microbiana. A nivel de phylum se ha reportado un aumento en Proteobacteria, asi
como una alteracion en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes. A nivel de clase, en
PVVIH se incrementa Gammaproteobacteria y se reduce significativamente la clase
Clostria. Las familias Prevotellaceae, Brucellaceae, Xanthomonadaceae, y
Moraxellaceae muestran una mayor abundancia en individuos VIH+ mientras que
las  familias  Lachnospiraceae, Christensenellaceae, n Ruminococcaceae,
Bacteroidaceae, Peptostreptococcaceae y Rhodospirillaceae estan disminuidas.
Por otro lado, a nivel de género se reduce significativamente la abundancia de
Bacteroides, Parabacteroides, Faecalibacterium, Sutterella, Phascolarctobacterium,
Roseburia, Lachnospira, Subdoligranulum, Ruminococcus, Blautia,
Faecalibacterium, y Bifidobacterium y se aumenta la presencia de Citrobacter,
Enterococcus y Prevotella. Ademas, la infeccion con el VIH enriquece los géneros:
Proteobacteria—Burkholderia, Bradyrhizobium, Ralstonia y Fusobacteria—
Fusobacterium, y se induce una deplecidn significativa de los géneros Firmicutes—
Lactobacillus. Finalmente, a nivel de especie; R. bromii, R. obeum, F. prausnitzii, B.
luti, B. faecis y B. adolescentes disminuyen mientras que se incrementa la

abundancia de Escherichia coli, E. faecalis y E. faecium (35).

Con relacion a la abundancia microbiana de PVVIH con TARV y sin TARV, se ha
reportado que en aquellos individuos con infeccién cronica sin tratamiento se
aumenta la abundancia relativa de Prevotellaceae (Prevotella), Erysipelotrichaceae
(Catenibacterium y Bulleidia), Veillonellaceae (Dialister y Mitsuokella), Clostridium
cluster XIIl, y el género Desulfovibrio en comparacién con pacientes VIH negativos.
Otro estudio, remarca la abundancia de los géneros Fusobacterium, Anaerococcus,
Peptostreptococcus and Porphyromonas asi como la disminuciéon en Roseburia,
Alistipes, Coprococcus, Eubacterium, Ruminococcus y Lachnospira en pacientes
infectados sin esquema de TARV. Finalmente, estudios de pacientes VIH+ con
TARV reportan una disminucion en la abundancia de Proteobacteria,
Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Erysipelotrichi,
Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, y Barnesiella, mientras que Rikenellaceae y

Alistipes son depletadas (36).
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3.1. Metabolismo Microbiano en VIH-NAFLD.

Los componentes funcionales de la microbiota tienen un impacto directo en el
metabolismo humano y se asocian a un estado inflamatorio persistente.
Carbohidratos complejos como la fibra dietética y el almidén son digeridos por la
microbiota intestinal, la cual produce acidos grasos de cadena corta (SCFA, del
inglés: Short-chain fatty acids): propionato, butirato, acetato, ademas de &cido
valérico y caproico; estos metabolitos se utilizan principalmente en intestino (como
proveedores de energia, precursores de lipogénesis y gluconeogénesis), sin
embargo, pueden ser transportados via circulacion portal hacia higado a través de
los receptores de monocarboxilato (MCT-1, SMCT-1), en donde pueden ingresar al
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) como fuente de energia, y promover la
gluconeogénesis (propionato), regular la sintesis de colesterol, y ser precursores de
acidos biliares. Los SCFAs, se unen a receptores como GPR41 (propionato),
GPR43 (acetato) y GPR109A. La sefializacién mediada a través del GRP43 regula
el gasto energético y la sensibilidad a la insulina, ademas de inhibir la acumulacién
de grasa en tejido adiposo y hepatico. La activacion de los receptores GRP41 y
GRP43 estimula la secrecién del péptido YY, del péptido- 1 tipo glucagén (GLP-1),
el cual activa la B-oxidacion y sensibilidad a la insulina en los hepatocitos lo que
promueve la ocurrencia y progresion de NAFLD. El efecto de estos mediadores a
nivel hepatico podria aumentar en pacientes VIH con NAFLD, ya que presentan
disbiosis, dafio en la integridad de la barrera intestinal y alteraciones en el eje

higado-intestino promoviendo la lipogénesis hepéatica y esteatosis (37).

3.2. Ejeintestino-higado.

Las interacciones entre el intestino e higado son intimas y directas. Esta asociacion
se debe al origen comun entre los hepatocitos y el epitelio intestinal del endodermo
del intestino anterior ventral. El higado funge como primer receptor de los productos
derivados del intestino, sobre todo de los nutrientes de la dieta, pero también modula
algunas funciones intestinales al producir bilis para su liberacién en el intestino
delgado. Por lo tanto, esta interaccion bidireccional se centra en dos entidades

principales: nutrientes y microorganismos (38).
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El drenaje venoso directo al higado a traves de la vena porta permite la aparicion
rapida de bacterias y sus productos desde el intestino, ya sea por absorcion pasiva
0 por translocacion activa de las bacterias. En individuos sanos, las bacterias rara
vez se detectan a nivel hepatico, esto se debe a la integridad de la barrera intestinal,

gue es suficiente para prevenir la entrada de microorganismos a la circulacion portal
(33).

La integridad fisica de la barrera intestinal se encuentra activamente regulada, asi
gue esta pérdida de regulacién conlleva a la translocacién bacteriana hacia el
higado. EI TNF actda como un regulador de las conexiones en el epitelio intestinal,
por lo que un aumento de esta citocina se relaciona con pérdida de la barrera
epitelial. Mas alla de la barrera fisica, la superficie intestinal se encuentra protegida
por otras defensas funcionales: una ellas es la membrana de moco que recubre el
epitelio intestinal, otro mecanismo de defensa es la produccién de moléculas

antimicrobianas y péptidos antimicrobianos. Figura 4 (39).
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Figura 4. Barrera intestinal. Importancia de la barrera intestinal para prevenir la
exposicién hepética a microorganismos bacterianos y sus productos. El epitelio
intestinal funciona como una barrera fisica y funcional. Hay multiples mecanismos
identificados en la proteccion, entre ellos la capa de moco, moléculas
antimicrobianas y moléculas de union estrecha. Estos mecanismos dependen de
factores exdgenos (dieta) y factores enddgenos (TNF-a). Si la barrera intestinal
sufre disrupcién, las bacterias y sus productos son translocadas hacia la vena
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porta y de ahi al higado. Tomado de: Gut-liver axis at the frontier of host-microbial
interactions, 312(5), G413-G419, 2017 (39).

4. Perfil inflamatorio en VIH-NAFLD.

En el contexto de la infeccion por VIH, la inflamacién crénica juega un papel central
en la patogenesis de la enfermedad. La fase temprana de la infeccion se caracteriza
por la presencia de citocinas proinflamatorias como IFN-a, IFN-y, proteina-10
inducible por IFN (IP-10), TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-15. Ademas, en las primeras
etapas de la infeccion, otras proteinas como neopterina, 32-microglobulina (2M),
TNFRII soluble, sCD25 e incluso citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B1 e
IP-10 se incrementan. Por otro lado, la activacion inmune crénica en el VIH se
caracteriza por altos niveles de IFN tipo I, IL-6, TGF-B, IL-8, IL-1a, IL-1B, MIP-1q,
MIP-18, y RANTES. El uso de la TARV, suprime la replicacion viral y mejora el
estado inmunologico de los pacientes ya que se disminuye, pero no restablece el
nivel de inflamacion a una condicion sin VIH, dando como resultado un estado de
inflamacion residual y persistente de bajo grado y una activacion inmunoldgica
cronica que se asocia a la presencia de comorbilidades como NAFLD a través de la
estimulacion de la inflamacién hepatica, necrosis celular, apoptosis, e induccién de

fibrosis asi como el desarrollo de ECV (33).

En NAFLD se incrementan los niveles de IL-6, TNF-ay TGF-B1, este incremento se
asocia a su vez con la progresiéon de la enfermedad. Las citocinas mencionadas,
son claves en la infeccion por VIH, de hecho la IL-6 se utiliza como uno de los
predictores mas soélidos de morbilidad y mortalidad en la infeccion por VIH. TNF-a e
IL-6 inducen la produccion de otras citocinas y promueven la fibrosis. TNF-q, y
ciertos polimorfismos en esta proteina, se asocian fuertemente a la RI, y
acumulacién de grasa. El contexto de inflamacion crénica induce la activacion de
factores transcripcionales como el NF-kB, activacion que induce muerte celular por
apoptosis, un mecanismo de lesion hepatica, y se induce ademas la expresion de
TNF-a, TNFR1 y otros mediadores inmunes que inician un ciclo vicioso de

inflamacion cronica, apoptosis, Ry fibrosis (40).
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El proceso inflamatorio crénico que se asienta en PVVIH y NAFLD, aunado al
proceso disbibtico, condicionan una desregulacién en el metabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs del inglés: Branched Chain Amino
Acids) como Valina; Val, Leucina; Leu e Isoleucina; lle, aminoacidos esenciales
producidos por fermentacion proteolitica en colén por especies como Clostridium,
Fusobacterium, Bacteroides, Actinomyces, Propionibacterium, y Peptostreptococci.
Los pacientes con NAFLD tienen niveles elevados de BCAAs plasmaticos los cuales
se han correlacionado con RI; particularmente, la Val se considera un predictor de
la acumulacion de grasa hepética. Se ha reportado, que los BCAAs pueden
preceder al desarrollo de NAFLD, ya que su concentracion refleja el grado de
esteatosis y ademas se han asociado a un elevado IMC y dafio hepatico con
reduccion de lipolisis (modelo murino de intervencién). Los BCAAs, tienen efecto a
nivel del sistema inmune, promueven la proliferacion, maduracién y actividad de
diversos tipos celulares. Ademas, con base en el aumento en la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés: Reactive oxygen species),
mejoramiento en la adhesioén leucocitaria, inflamacion y promocién de la disfuncion
endotelial, los BCAAs se han asociado a un mayor riesgo de ECV. Por otro lado,
estudios de intervencién han indicado el papel benéfico de estos metabolitos en
NASH, con relacion a inhibir la deposicion hepatica de triglicéridos, reduccion de
estrés oxidativo y del reticulo endoplasmico (ER), promocion de crecimiento de
bacterias intestinales benéficas y mejoramiento de la funcion de la barrera intestinal,
previniendo asi, la llegada de sustancias toxicas provenientes de intestino hacia el
higado (38).

5. Marcadores vasculares en VIH-NAFLD.

Las alteraciones en el metabolismo lipidico y el estrés oxidativo son importantes en
la patogénesis de NAFLD. La lipoproteina de baja densidad 6xido-LDL (Ox-LDL),
se considera una molécula aterogénica recientemente asociada a la patogénesis de
NAFLD y NASH. Ox-LDL via CD36 es engullido por los macrofagos lo que conlleva

a una acumulacion de colesterol y formacion de células espumosas. Se ha
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demostrado la presencia de Ox-LDL y colesterol en la vena porta, evento que fue
asociado a la formacion de placa, deformacion del endotelio e inflamacién venosa
portal a través de la activacion de células de Kupffer (internalizaciéon lisosomal
medida por CD36), con induccion en la secrecion de IL-1B (activacion del
inflamasoma), TGF-B y TNF-a, activacién de células estelares hepaticas y
amplificacion de la inflamacion, retencién de colesterol, estrés mitocondrial y de ER,
ademas de muerte celular; todos, eventos asociados al desarrollo de fibrosis en
NAFLD (41).

Otro biomarcador es la forma soluble de CD36 (sCD36), mismo que se ha asociado
al desarrollo de enfermedades metabolicas, asi como al desarrollo de
aterosclerosis, RI, ECV y NAFLD en pacientes VIH negativos. Se ha demostrado un
aumento en la expresién de sCD36 en NAFLD lo que puede ser un reflejo de su
aumentada expresion en la membrana celular (incluida la expresion hepatica) y se
ha relacionado al grado de esteatosis hepatica, severidad de la IR, aterosclerosis
por lo que se ha sugerido como un biomarcador que se correlaciona con el indice
de grasa hepatica. Los factores solubles derivados del higado juegan un papel
importante en el inicio de la vasculopatia, una de las principales complicaciones de
NAFLD ya que desencadena un mayor riesgo al desarrollo de trombosis venosa y
de CVD (42).

El dimero D, se ha asociado al riesgo de desarrollar ECV en respuesta a la presencia
de mediadores inflamatorios y metabdlicos, vinculando asi la infeccién con el VIH y
el desarrollo de NAFLD y ECV. En modelos in vitro se ha demostrado que el
desarrollo de dafio hepatico induce un incremento en la produccién de fibrinégeno
y al ser el dimero D un producto del mismo, también sus concentraciones se
elevarian en relacion al dafio hepatico. Es por esto, que pacientes con NAFLD,
fibrinbgeno y dimero D elevados tendrian un mayor riesgo de desarrollar eventos
trombaticos. Los pacientes con VIH desde la fase aguda de la infeccion aumentan
la concentracion de dimero D lo que los condiciona a un mayor riesgo al desarrollo
de CVD (43).
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Considerando lo anterior, se sabe que los pacientes VIH + presentan un estado
disbidtico que perpetia la inflamacion crénica a nivel local y sistémica. La disbiosis,
aumenta la permeabilidad intestinal y la liberacion de productos bacterianos hacia
la circulacion sistémica, lo que aumenta la exposicidn hepética a sustancias nocivas
gue aumentan la inflamacién y la fibrosis hepatica. Los cambios en el microbioma
también pueden causar dismotilidad, inflamacion intestinal y otros cambios
inmunologicos en el intestino que dada la relacion directa entre GALT y el sistema
inmunolégico hepético podrian contribuir en el desarrollo y exacerbacién de NAFLD
en las PVVIH. Sin embargo, se desconoce las PVVIH con NAFLD puede existir
asociacion entre la microbiota intestinal y sus metabolitos, con citocinas

proinflamatorias y marcadores de activacion vascular.

40



XVII. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La infeccion por VIH es un problema de salud publica que afecta a 37.7 millones de
personas alrededor del mundo. La introduccién del TARV ha modificado el
paradigma de la infeccion dado que ha pasado a ser una enfermedad cronica, de
modo que quienes viven con VIH tienen una mayor esperanzay calidad de vida. Sin
embargo, la presencia cronica del VIH, la deplecion de linfocitos T CD4+, el dafio al
GALT, asi como la disbiosis y traslocacién bacteriana que experimentan estas
personas, inducen una activacion inmune sistémica que resulta en una inflamacion
cronica de bajo grado.

La presencia del virus per se, el estado inflamatorio persistente, y el uso crénico de
TARYV se han correlacionado al desarrollo de comorbilidades no SIDA, entre ellas la
enfermedad grasa hepatica no alcoholica (NAFLD). NAFLD es una condicion que
abarca diferentes entidades y grados de dafio hepatico. Ademas, es altamente
prevalente en pacientes infectados por VIH, en quienes, parece cursar con mayor
severidad. Finalmente, NAFLD se asocia al desarrollo de ECV y muerte por esta
causa.

Actualmente, se reconocen diversos factores que actlan de manera sinérgica en
individuos con predisposicion genética al desarrollo y progresion de NAFLD. La
coexistencia de NAFLD y VIH se asocia con mecanismos de dafio al GALT, eventos
disbidticos, y al efecto de metabolitos microbianos, como BCAAs y SCFAs,
presencia de moléculas inflamatorias y algunos marcadores de activacion vascular.
Sin embargo, los reportes son controversiales, la informacion es limitada y mas aun,
no se ha descrito la asociacion que puede existir entre la microbiota intestinal y sus
metabolitos con los niveles de citocinas proinflamatorias y marcadores de activacion

vascular en las PVVIH y esteatosis hepatica no alcohdlica.
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XVII. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existe asociacion entre la composicion de la microbiota intestinal y sus metabolitos,
con citocinas proinflamatorias y marcadores de activacion vascular en pacientes con

VIH y enfermedad por higado graso no alcohdlico?

XIX. JUSTIFICACION.

La infeccion con el VIH se considera uno de los principales problemas de salud a
nivel mundial. La implementacion de la TARV ha mejorado la morbimortalidad
asociada a enfermedades definitorias de SIDA, sin embargo, la prevalencia de
enfermedades metabdlicas y sus complicaciones cardiovasculares se han
incrementado.

De entre ellas, la enfermedad por higado graso no alcohdlico, que tiene una
prevalencia de hasta 65% en la poblaciébn que vive con VIH, y cuyas fases
avanzadas (que implican un grado importante de fibrosis) se asocian a multiples
ingresos hospitalarios y aumento en los costos de los servicios de salud, asi como
a una mayor mortalidad. Actualmente, NAFLD ocupa el 3er lugar como causa de
carcinoma hepatocelular. Por lo que, sin duda el estudio y ponderacién de los
factores que contribuyen al dafio hepatico en la poblacion que vive con VIH es
fundamental.

Respecto al conocimiento basico y clinico de esta patologia, algunos reportes son
controversiales y existe limitada informacion en relacion a una gran diversidad de
factores que se consideran y se hipotetiza son elementos clave en el diagndstico
oportuno, seguimiento y la intervencién terapéutica especializada y eficaz, como es
el caso de las alteraciones en la microbiota intestinal, asi como los metabolitos
producto de esta (como BCAAs y SCFASs), que han demostrado tener relacién con
citocinas proinflamatorias y marcadores de activacion vascular y cuya relacion
parece ser mas intensa en la poblacién que vive con VIH y representa un riesgo

agregado para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
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La realizacion de este estudio permitird caracterizar la microbiota intestinal de los
PVVIH, cuantificara la presencia de metabolitos microbianos y mediadores
inflamatorios en el contexto del VIH-NAFLD con el fin de dilucidar la influencia del
estado disbiético y sus efectos a través de mediadores producidos e inducidos por

la microbiota que contribuyen a la patogénesis de NAFLD.

XX. HIPOTESIS.

e Hipdtesis nula.
En PVVIH con NAFLD no existe asociacion entre la composicon de la microbiota
intestinal y los metabolitos con las citocinas proinflamatorias y marcadores de

activacion vascular.

e Hipotesis alterna.
En PVVIH con NAFLD existe asociacion entre la composicién de la microbiota
intestinal y los metabolitos con las citocinas proinflamatorias y marcadores de

activacion vascular.

XXI. OBJETIVOS.

Objetivo general. Determinar la asociacion entre la composicion de la microbiota
intestinal y los metabolitos microbianos, con los niveles plasmaticos de citocinas

proinflamatorias y marcadores de activacion vascular en PVVIH y NAFLD.
Objetivos especificos.

1. Evaluar y analizar las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas,
antropometricas y parametros de laboratorio de los pacientes VIH+ con y sin
NAFLD.

2. Cuantificar los niveles de citocinas séricas proinflamatorias en suero en

pacientes VIH+ con y sin NAFLD.
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3. Determinar la concentracion de biomarcadores vasculares séricos (Dimero
D, Ox-LDL, sCD36, PCR vy fibrinbgeno) en PVVIH con y sin NAFLD.

4. Evaluar los niveles plasméaticos de BCAAs y SCFAs en heces de PVVIH con
y sin NAFLD.

5. Caracterizar y analizar la composicion de la microbiota intestinal en pacientes
con VIH con y sin NAFLD.

XXIl. DISENO METODOLOGICO.

e Disefno del estudio.

Transversal, analitico.

e Universo del estudio.
Pacientes adultos con infeccion por VIH, en diferentes estadios de la enfermedad,
gue reciben TARV y se encuentran en control virologico, que cumplen definicion de
sindrome metabdlico, que reciben atencion en la Unidad de VIH/SIDA del Hospital

Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”.

e Tamafio de la muestra
Obteniendo una “n” de 118 pacientes a estudiar considerando un 15% de pérdida,
58 personas VIH+ y 60 personas VIH+ con NAFLD con un nivel de confianza de
95%, bilateral y un poder estadistico del 95%.

e Periodo de estudio.

El estudio se realiz6 en el periodo comprendido de enero de 2020 a enero del 2022.

e Sede del estudio.
La Unidad de VIH/SIDA del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” y
el Instituto de Investigacion en Inmunodeficiencias y VIH (InlVIH) del Centro

Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara.
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e Financiamiento.
Financiamiento obtenido con base a la convocatoria 2019 Fondo de Desarrollo
Cientifico de Jalisco (FODECIJAL) para atender Problemas Estatales, con clave de

proyecto 8106.

e Tipo de muestra.

Heces, suero y plasma.

e Consideraciones éticas.

De acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, en el Titulo Segundo (De los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos), articulo 17, esta investigacion se considera de

riesgo minimo.

El estudio se realizard de acuerdo con las normas y principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos establecidos en la Declaracién de
Helsinki, adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial Helsinki, Finlandia, en junio
de 1964 y revisados en la 642 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial

en el afno 2013 en Fortaleza, Brasil.

Las muestras de heces, sangre y orina se codificaron para salvaguardar la
confidencialidad de los pacientes, esta clave se encuentra en la hoja de llenado de

datos correspondiente y se utilizé para el andlisis de datos.

El presente proyecto de investigacion se sometio a evaluacion por parte del Comité
de Etica en Investigacion y Comité de Investigacion del Hospital Civil de Guadalajara
“Fray Antonio Alcalde” y del Centro Universitario de Ciencias de la Salud. A los
sujetos candidatos al estudio se les invitd a participar de forma voluntaria, se
explicaron los procedimientos a realizar, riesgos y beneficios de participar en el
estudio. Al aceptar su participacion en el estudio, firmaron el formato de

consentimiento informado.
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e Bioseguridad.

Los tubos de sangre, suero, plasma, asi como los frascos de recoleccion de heces,

y todo material desechable que contuvo residuos biologicos infecciosos fueron

inactivados y desechados en bolsa de plastico roja para su incineracion. La

capacitacion, asesoramiento y supervision de los experimentos realizados

estuvieron a cargo del responsable del proyecto. El InlVIH, del Centro Universitario

de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara cuenta con un Nivel 2 de

Bioseguridad.

e Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

©)

o

Pacientes con infeccion por VIH.

Adultos entre 18 y 65 afios.

Cualquier género.

Pacientes con tratamiento antirretroviral por al menos 2 afos, en
control virologico por >6 meses (carga viral <40 copias/mL).
Pacientes que cumplan criterios para sindrome metabdlico.
Pacientes que deseen participar de manera voluntaria en el estudio y

den su consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion:

(@]

Uso de antibiéticos dentro de 90 dias previos a la toma de la muestra
de heces.

Uso de prebidticos o probiodticos dentro de 90 dias previos a la toma
de muestra de heces.

Mujeres embarazadas o en lactancia.

Pacientes con alguna infeccion definitoria de SIDA activa.

Infeccion por virus de Hepatitis B o C.

Enfermedad hepética crénica (hepatitis autoinmune, enfermedad de

Wilson, hemocromatosis, etc.).
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Consumo de alcohol >20 gr/dia en las mujeres y >30 gr/dia en los
hombres en el dltimo afio.

Dafio en la funcién renal, definido como una tasa de filtrado
glomerular (TFG) < 60mL/min/1.73m?

Uso de estatinas en los ultimos 90 dias previos al enrolamiento en el
estudio.

Uso de inmunosupresores, corticosteroides y antiinflamatorios no
esteroideos dentro de los ultimos 30 dias del reclutamiento.
Pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad celiaca,
trastornos tiroideos.

Pacientes con historia de cirugia de intestinal (excepto
apendicectomia y colecistectomia).

Pancreatitis cronica o cualquier sindrome de malabsorcion.
Pacientes que esté participando en un ensayo clinico.

Pacientes privados de su libertad, o que permanecen en algun
reclusorio.

Diagnéstico de NAFLD, establecido por espectroscopia por

resonancia magnética.

Criterios de eliminacioén

O

(@]

o

Pacientes en los que no se puedan realizar los examenes completos
para el andlisis de todas las variables.
Muestra degradada o insuficiente para las mediciones laboratoriales.

Pacientes que decidan retirarse del estudio.

e Variables

Variables independientes

o

@)

Enfermedad hepatica no alcohodlica

Infeccion por VIH

Variables dependientes

o

Composicion de la microbiota intestinal
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o Metabolitos microbianos
o Citocinas proinflamatorias

o Marcadores de activacion del endotelio vascular

Tabla 1. Operacionalizacidon de variables.

Niveles séricos  Aminoacidos ramificados basicos  Cuantitativo umol/L Razén Mediana, RIQ
de BCAA y esenciales, como marcador de
(valina, leucina  disbiosis
e isoleucina)
Niveles séricos  Acidos grasos de cadena corta Cuantitativo mg/g Razén Mediana, RIQ
de SCFA
(acetato,
propiomato y
butirato)
IL-18 Citocina producida, principalmente Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ
por macréfagos activados. Como
marcador de inflamacién
IFN-a Citocina producida por fibroblastos Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ
y monocitos. Como marcador de
inflamacion
IFN-y Citocina liberada por linfocitos T Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ
colaboradores. Como marcador
de inflamacion
TNF-a Citocina que interviene en los Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ
procesos de inflamacion y
apoptosis. Como marcador de
MCP-1 (CCL2) Proteina  quimioatrayente de Cuantitativo pg/mL Razoén Mediana, RIQ
monocitos. Como marcador de
inflamacion. Como marcador de
inflamacion
IL-6 Proteina secretada por Cuantitativo pg/mL Razoén Mediana, RIQ
macréfagos, linfocitos T, células
endoteliales y fibroblastos. Como
marcador de inflamacion
IL-8 (CXCL8) Quimiocina proinflamatoria Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ
sintetizada en fibroblastos, células
endoteliales, MOoNOCitos,
macréfagos y DC’s. Como
marcador de inflamacién
IL-10 Citocina antinflamatoria. Como Cuantitativo pg/mL Razon Mediana, RIQ
marcador de inflamacién
IL-12p70 Citocina proinflamatoria producida Cuantitativo pg/mL Razon Mediana, RIQ
por macréfagos, monocitos y
células presentadoras de
antigeno. Como marcador de
inflamacion
IL-17 Citocina proinflamatoria producida Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ
por células Th17. Como marcador
de inflamacién
IL-18 Citocina proinflamatoria que activa Cuantitativo pg/mL Razén Mediana, RIQ

células NK vy linfocitos Tpara
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IL-23

IL-33

Dimero D

Ox-LDL

sCD36

PCR

Fibrinbgeno

producir IFN-y. Como marcador de
inflamacién

Citocina  proinflamatoria  que
participa en el mantenimiento y
expansibon de Thl7. Como
marcador de inflamacién

Citocina que induce células Th,
mastocitos, eosindfilos y basofilos.
Producto de degradaciéon de
fibrina al ser proteolizada por
plasmina. Como marcador de
activacion vascular

Producto de la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad por
parte de los macréfagos y células
epiteliales. Como marcador de
activacion vascular

Fraccion soluble de CD36 que se
relaciona con hemostasis,
trombosis y metabolismo lipidico.
Como marcador de activacion
vascular

Proteina sintetizada por el higado,
que se eleva ante la respuesta
inflamatoria y se ha postulado
como marcador de enfermedad
cardiovascular

Proteina sintetizada en el higado,
factor predictivo de mortalidad por
causa cardiovascular

e Material y métodos.

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

e Valoracion clinica completa.

pg/mL

pg/mL

ng/mL

U/mL

ng/mL

(mg/dL)

(mg/dL)

Razoén

Razén

Razoén

Razoén

Razoén

Razoén

Razoén

Mediana, RIQ

Mediana, RIQ

Mediana, RIQ

Mediana, RIQ

Mediana, RIQ

Mediana, RIQ

Mediana, RIQ

Historia médica. Se cuestiond sobre antecedentes patoldgicos y no patoldgicos.

Se recabaron datos sobre la infeccion por VIH (tiempo de diagndéstico, esquema

antirretroviral, cuenta de CD4*, CD8", asi como nadir de linfocitos T CD4").

Exploracion fisica. Se realizé la toma de medidas antropométricas, como se

describe a continuacion:

Talla: la estatura fue tomada de la bascula con tallimetro, previamente calibrada,

marca Seca y modelo 700 (7001021994). El sujeto en posicion de pie con los

talones juntos y las puntas de los pies ligeramente separadas; talones, glateos, la

parte superior de la espalda, y el occipital en contacto con el estadimetro o pared.

La cabeza cuando esta en el plano de Frankfort no necesita estar tocando la escala.

El plano de Frankfort se obtiene cuando el orbital (borde inferior de la cuenca del
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0jo) esta en el mismo plano horizontal del tragion (protuberancia superior del tragus
del oido). Cuando estan alineados, el vértex es el punto mas alto del craneo. Se le
indica al paciente que tome y sostenga una inspiracion profunda; el anotador ubica
la escuadra firmemente sobre el vértex, comprimiendo el cabello lo més posible.
Peso: se establecié con la bascula, previamente calibrada, de la marca Seca,
modelo 700 (7001021994). La bascula tiene un rango entre 0 y 150 Kg, con una
precision menor de 100 g. El paciente fue pesado con ropa ligera y sin zapatos,
corroborando que la béascula se encontraba en 0 al comenzar la medicién,
posteriormente el paciente se coloca en el centro de la bascula con su peso
distribuido equitativamente en ambos pies.
El IMC fue calculado de acuerdo con la clasificacion de referencia de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS); Bajo peso/Desnutricion Leve <18.5
Kg/m?; Normopeso de 18.5-24.9 Kg/m?; Sobrepeso >25-29.9 Kg/m?; Obesidad tipo
| >30-34.9 Kg/m?; Obesidad Tipo Il >35-39.9 Kg/m?; Obesidad tipo 1l >40 Kg/m?,
Circunferencia de cintura: se determind con una cinta métrica flexible, con el
paciente colocado de pie y en espiracion, tomando en consideracion tres sitios
anatomicos: justo por debajo de las ultimas costillas inferiores, en la parte mas
estrecha de la cintura y justo arriba de la cresta iliaca. Con puntos de corte
clasificados por la OMS mediciones mayores a 88 cm en mujeres y 102 cm en
hombres.

Circunferencia de cadera: en posicion de pie, con la cinta métrica flexible totalmente
horizontal rodeando la maxima protrusion de los gluteos a nivel del trocanter mayor
del fémur a cada lado, que en general coincide con la sinfisis pubiana, con los pies
ligeramente abiertos en posicion paralela.

indice de cintura cadera, se determind al dividir la circunferencia de cintura entre la
circunferencia de cadera, tomando como punto de corte, de acuerdo ala OMS >0.95

en hombres y >0.85.

e Toma de muestras de laboratorio.
Los sujetos proporcionaron una muestra de heces en frasco estéril para analisis de

la microbiota intestinal y 4 muestras de sangre periférica, dos muestras se enviaron
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al Laboratorio Central de Antiguo Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde” de
Guadalajara donde se procesaron estudios de laboratorio generales, que incluyo
biometria hematica, quimica sanguinea, perfil de lipidos, pruebas de funcion
hepatica, hemoglobina glicosilada y niveles de insulina. Las muestras restantes se
destinaron a la obtencion de suero y plasma que se alicuotaron y almacenaron a -

80 °C hasta su uso.

e Cuantificacion de citocinas séricas.

Se utilizo el panel LEGENDplex Human Inflammation: IL-1B, IFN-a, INF-y, TNF-a,
MCP-1 (CCL2), IL-6, IL-8 (CXCLS), IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-18, IL-23 e IL-33 (No.
Catalogo: 740118; BioLegend, San Diego CA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. A través de este ensayo multiplex basado en perlas se cuantificaron las
citocinas utilizando el citometro de flujo Attune NXT (Life Technologies).

En el caso de IL-6 esta se evalu6 con el Kit de ELISA Human IL-6 ELISA Kit High
Sensitivity (Abcam, Cambridge, Reino Unido), se siguieron las indicaciones del
fabricante y la lectura de la placa se llevé a cabo en el equipo Synergy H1 de Biotek.
De igual manera, la citocina TNF-a se evalué con el Kit de ELISA: Human Tumor
Necrosis factor alpha, TNF-a ELISA KIT 96T (CUSABIO Houston, Tx), se siguieron
las indicaciones del fabriecante y la lectura de la placa se llevé a cabo con el equipo

Synergy H1 de Biotek.

e Determinacion de los biomarcadores vasculares.
Los biomarcadores vasculares, se midieron en suero a través de ELISA para cada
uno de los analitos, utilizando los siguientes kits: Human D-Dimer, D2D ELISA Kit
96T para el Dimero D, (catalogo CSB-E05175h), Human oxided low denssity
lipoprotein, OXLDL ELISA Kit 96T para el ox-LDL (catalogo CSB-E07931h), y CD36
soluble ELISA Kit (for serum and plasma) Size:96 T Nordic Biosite Inc para sCD36
(cat: ABE-196-02), se siguieron las especificaciones del fabricante. Las lecturas se

realizaron en el equipo Synergy HT de Biotek.
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e Evaluacion plasmatica de BCAAs.
Los niveles plasmaticos de BCAAs (valina, leucina e isoleucina) se evaluaron con
la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, high-performance liquid
chromatography) en la Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn (UANL) por pago de
servicio. Previo analisis de presencia o no de Esteatosis por Ultrasonografia (USG),
se envid a la UANL un pool (mezcla homogénea de plasma) de 5 pacientes VIH+
sin esteatosis y un pool de 5 pacientes VIH+ con esteatosis, (aquellos con USG

grado 3 o grado 4); las concentraciones se reportaron en umol/L.

e Cuantificacion de SCFAs en heces.
A las muestras de heces, se le afiadi6 200 uL de agua y se agitd6 hasta su
homogenizacion, se afiadié 200 uL de la solucion reactivo compuesta por N-butanol,
tetrahidrofurano y acetonitrilo en una relacién 50:30:20, 40 pl HCI 0.1 M, 20 mg acido
citrico y 40 mg NaCl, se agité con vortex durante 1 minuto, después se centrifugo a
temperatura ambiente durante 10 minuto a 13 000 g. Se obtuvo el sobrenadante y
se filtro con Whatman GD/X siringe filter 0.2 ym de PVDF y se analizo en el
cromatégrafo de gases Shimadzu GC (Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto
Japon). Los datos se analizaron con el software Labsolutions-Chromatography Data
System (Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto Japoén). La cuantificacién de los
acidos grasos se calculé mediante interpolaciéon con curvas estandar de cada uno
de los &cidos grasos de interés (Acido acético, propiénico y butirico) en un rango de
3.125-400 ppm considerando 8 puntos en la recta (400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125), graficando area bajo la curva vs. concentracién. Las concentraciones se

reportaron en mg/g de heces.

e Caracterizacion de la microbiota intestinal.
Para caracterizar la microbiota intestinal se extrajo el ADN (acido
desoxirribunucléico) genémico de heces con el kit QIAmp DNA Stool Mini (No.
Catalogo: 51504; QIAGEN), posteriormente, se cuantificd con la plataforma GEN5
de BioTek, con el programa Nucleic Acid Quantification. Para la secuenciacién de

la microbiota intestinal, se prepar6 una biblioteca de DNA del 16S rRNA siguiendo
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el protocolo de preparacion de lllumina (lllumina, 2013); la secuenciacion del 16S
rRNA se realizaré en la plataforma Miseq utilizando el kit Miseq Reagent v3 (600-

cycle) de Illlumina con primers universales dirigidos a la regién V3-V4:

Forward= 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’
Reverse= 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3

Se analizaron los amplicones para la asignaciéon de OTU’s por medio de la base de

datos GreenGenes.

e Anélisis estadistico.

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico GraphPad Prism version
9.3. De manera inicial, se aplicara la prueba de Kolmogorov-Smirnov a todas las
variables, con el fin de verificar si los datos se distribuyen normalmente. Todas las
variables con comportamiento normal se compararon mediante pruebas
paramétricas, mientras que las variables que no mostraron una distribucién normal
se compararon con pruebas no paramétricas.

Se llevé a cabo un andlisis descriptivo e inferencial, considerando un nivel de
significancia de p <0.05.

e Andlisis descriptivo, se utilizaron las siguientes pruebas: medidas de
tendencia central (media aritmética, mediana) y medidas de dispersion
(desviacion y error estandar).

e Analisis inferencial, se utilizaron las siguientes pruebas: paramétricas (t de
Student para muestras independientes, ANOVA) y pruebas no paramétricas
(X2, correlacién de Spearman, prueba de Kruskal-Wallis, y U de Mann-
Whitney).
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XX, RESULTA

DOS.

Fueron reclutados 118 PVVIH con probable presencia de NAFLD, los cuales se

dividieron en 4 grupos de acuerdo con los hallazgos de la Ultrasonografia (USG) y

elastografia hepatica por ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse), el algoritmo de

distribucion de los grupos se muestra en la Figura 5y en la Tabla 2 se observan los

valores de USG y ARFI de cada grupo:

o Grupo control, incluy6 a 45 pacientes VIH+, sin evidencia de esteatosis por
USG ni fibrosis por indice ARFI.

o Grupo con fibrosis, incluyé 13 pacientes VIH+, con algun grado de fibrosis

por indice ARFI pero sin evidencia de esteatosis por USG.

o Grupo con esteatosis, incluyd a 39 pacientes VIH+, quienes tuvieron algun

grado de esteatosis por USG pero sin fibrosis por indice ARFI.

o Grupo con esteatosis + fibrosis, incluyé a 21 pacientes, que presentaron

algun grado de esteatosis por USG Yy fibrosis por indice ARFI.

Personas que viven con VIH +
Sindrome metabdlico

(118)

Esteatosis por USG

No
(58)

Si

l

Fibrosis por

indice ARFI

Nol_l \_[ Si

(60)

l

Fibrosis por
indice ARFI

Nol_l \_ISf

Grupo control
(45)

Grupo fibrosis
(13)

Grupo
esteatosis
(39)

Grupo
esteatosis +
fibrosis
(21)

Figura 5. Algoritmo de distribucion de los pacientes por grupos. De acuerdo

a la presencia de esteatosis por USG Yy fibrosis por indice ARFI.

54



Tabla 2. Distribucién de las PVVIH por grupos. Valores del grado de esteatosis por USG y ARFI
fueron considerados para realizar los diferentes grupos de estudio.

Caracteristica

Control

(n=45)

Fibrosis

(n=13)

Esteatosis

(n=39)

Esteatosis +
fibrosis
(n=21)

Grado de
esteatosis por
USG

1.34-1.54 m/s, F2
1.55-1.8 m/s, F3
>1.81 m/s, F4

0
0
0

8 (61.53%)
4 (30.76%)
1 (7.69%)

0
0
0

Ausente 45 (100%) 13 (100%) 0 0

Medio 0 0 20 (51.28%) 7 (33.33%)
Moderado 0 0 15 (38.46%) 11 (52.38%)
Severo 0 0 4 (10.25%) 3 (14.28%)
ARFI m/s 1.04+0.13 1.64+£0.57 1.05+0.13 1.87+0.50
Promedio+DE

ARFI

<1.34 m/s, FO-F1 | 45 (100%) 0 39 (100%) 0

6 (28.57%)
4 (19.04%)
11 (52.38%)

Caracteristicas sociodemogréficas, clinicas, antropométricas y parametros
de laboratorio.

Se recabaron los datos sociodemograficos de las 118 personas que viven con VIH,
la informacion se representan en la Tabla 3, en la cual se puede observar que 96
fueron del género masculino y 22 del género femenino, lo que corresponde al
81.35% y 18.64%, respectivamente y con una edad promedio de 45.38 afios
considerando los 4 grupos.

Se realizaron mediciones antropométricas, encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre grupos en los siguientes parametros: estatura,
IMC, asi como circunferencias de cintura y cadera (p=0.006, 0.02, 0.0002 y 0.0016,
respectivamente). Los pacientes en el grupo de esteatosis + fibrosis tuvieron el IMC
mas alto (30.26+6.26 Kg/m?), seguidos por el grupos con esteatosis (29.57+3.93
Kg/m?). Estos datos concuerdan con las circunferencias de cintura y cadera, donde
el grupo de esteatosis + fibrosis tuvo las mediciones mas altas, seguido por el grupo

con esteatosis. Estos resultados se resumen en la Tabla 3.

55



Tabla 3. Caracteristicas demogréficas y medidas antropométricas.

Caracteristica Control Fibrosis Esteatosis Esteatosis + Valor de
fibrosis p
(n=45) (n=13) (n=39) (n=21)
Edad (afios) 42.98+11.39 46.69+9.5 46.44+9.74 45.43+10.01 0.42
romedio+DE
Hombres 41 Hombres 8 Hombres 35 Hombres 12
] (91.11%) (61.53%) (89.74%) (57.14%)
Genero Mujeres 4 Mujeres 5 Mujeres 4 Mujeres 9 0.90
(8.88%) (38.46%) (10.25%) (42.85)
Estatura (metros) 1.70+0.07 1.62+0.10 1.69+0.07 1.66+0.09 0.006**
PromedioxDE
Eeso (kg) 78.65+12.45 72.58+11.54 | 84.48+13.72 81.81+15.58 0.07
romedioxDE
2
IMC (Kg/m") 26.86+3.05 27.69+4.80 29.57+3.93 30.26+6.28 0.02¢
Promedio+DE
IMC (Kg/m?)
Bajo peso <18.5 0 0 0 0
Normal 18.5 — 24.9 13 (28.88%) 2 (15.38%) 1 (2.56%) 4 (19.04%) 0.51
Sobrepeso 25.0 — 29.9 26 (57.77%) 9 (69.23%) 24 (61.53%) 7 (33.33%)
Obesidad >30 6 (13.33%) 2 (15.38%) 14 (35.89%) 10 (47.61%)
Circunferencia de cintura (cm) 96 (90-101.5) 98 (91.25-101) 99.9 (95-105.5) | 104 (98-113) 0.0002%+
Mediana (RIQ)
Circunferencia de cadera (cm)
Mediana (RI0) 96 (88.5-104.5) | 97 (90.5-100) | 100 (96-106) 105 (95.75-112) | 0.0016*
Indice cintura/cadera (ICC) 0.99+0.06 0.96+0.09 1+0.05 0.99+0.08 0.58

Promedio+DE

Se calcularon, la media * la Desviacién Estandar (DE) o bien la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realiz6 el andlisis de normalidad, y de

acuerdo a la distribucién de los datos se aplicé la prueba ANOVA o bien, Kruskal-Wallis para realizar comparacién entre los cuatro grupos.
un nivel de significancia de p<0.05.

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana, NAFLD: Enfermedad por Higado Graso No Alcohdlico, IMC: indice de Masa Corporal,
Cintura/Cadera. p <0.05* p <0.01** p <0.001***.

Se consideré

ICC: Iindice

Las 118 PVVIH incluidas en el estudio se encontraban bajo TARV durante al menos
6 meses y en todos se corrobord una carga viral menor a 40 copias/pL. Se recabd
informacion sobre la infeccion por VIH, su evolucion, esquema de tratamiento,
conteo de linfocitos T CD4* y CD8*, entre otros parametros clinicos que se resumen

en la Tabla 4.
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Tabla 4. Datos sobre la infeccién por VIH.

Caracteristica Control Fibrosis Esteatosis Esteatosis + Valor de
Clinica fibrosis p
(n=45) (n=13) (n=39) (n=21)
Afios de infeccion
con VIH 7 (3.5-12) 8 (5-15) 10.03 (6-14) 10 (5-13.5) 0.23
(Mediana, RIQ)
Backbone
No backbone 2 (4.44%) 1 (7.69%) 3 (7.69%) 1 (4.76%)
TDF+FTC 29 (64.44%) 5 (38.46%) 26 (66.66%) 16 (76.19%) 0.48
ABC+3TC 4 (8.88%) 1 (7.69%) 4 (10.25%) 2 (9.52%) '
TAF+FTC 10 (22.22%) 6 (46.15%) 5 (12.82%) 2 (9.52%)
Otras combinaciones 1 (2.22%) 0 1 (2.56%) 0
ESQUEMA TARV
ITRNN 16 (35.55%) 4 (30.76%) 20 (51.28%) 10 (47.61%)
IP 10 (22.22%) 2 (15.38%) 11 (28.20%) 4 (19.04%) 0.20
INSTI 18 (40%) 6 (46.15%) 5 (12.82%) 5 (23.80%)
Otros 1 (2.22%) 1 (7.69%) 3 (7.69%) 2 (9.52%)
Linfocitos T CD4*
(céls/uL) 682 (440.5-846.5) | 527 (261.5-925.5) | 518 (412-642) 662 (489.5-1027) | 0.09
Mediana (RIQ)
Linfocitos T CD8*
(céls/uL) 779 (620-1096) 706 (372-1015) 782 (571-1052) 693 (547.5-863) 0.62
Mediana (RIQ)
Nadir de Linfocitos T
CD4* (céls/uL) 217 (57.5-349) 100 (57.5-397.5) | 111 (35-239) 206 (124.5-416) | 0.12
Mediana (RIQ)
Radio CD4'/CD8" | 0 g3 (0.55-1.23) | 0.93(0.56-1.11) | 0.76 (0.39-0.98) | 0.99 (0.67-1.44) | 0.08

Mediana (RIQ)

Se calcularon, la media + la Desviacion Estandar (DE) o bien la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé el andlisis de normalidad, y
considerando la distribucion de los datos se aplicé prueba ANOVA o bien, Kruskal-Wallis para realizar comparacion entre los cuatro grupos. Se
considero6 un nivel de significancia de p<0.05. VIH: virus de inmunodeficiencia humana, NAFLD: enfermedad por higado graso no alcohdlico, TDF:
tenofovir disoproxilfumarato, FTC: emtricitabina, ABC: abacavir, 3TC: lamivudina, TAF: tenofovir alafenamida, TARV: terapia antirretroviral, ITRNN:
inhibidor no nucledsido de la transcriptasa reversa, IP: inhibidor de proteasa, INSTI: inhibidor de la transferencia de las cadenas de la integrasa. p

<0.05* p <0.01** p <0.001**.

No encontramos diferencias significativas en el tiempo de evolucion en la infeccion

por VIH, asi como en la cuenta de linfocitos T CD4*, T CD8"* o en el nadir de linfocitos

T CD4".

En cuanto al TARV, una mayor proporcién de pacientes en los grupos control y
fibrosis se encontraba bajo tratamiento con inhibidores de integrasa (40 y 46.15%,

respectivamente), en tanto que los grupos con esteatosis y esteatosis + fibrosis se

encontraban bajo esquemas a base de inhibidores no nucledsidos de transcriptasa
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reversa (51.28 y 47.61%, respectivamente); sin embargo, esta variable no tuvo

signifcancia en el andlisis estadistico entre grupos. Respecto al esquema de

backbone, no se encontraron diferencias estadisticamente sinificativas entre los

cuatro grupos.

A todos los participantes en este protocolo se les realizaron estudios generales de

laboratorio y considerando los resultados de glucosa e insulina se calcul6 el indice

HOMA-IR. En la Tabla 5, se resumen estos resultados asi como el analisis

estadistico entre grupos.

Tabla 5. Estudios de laboratorio e indice HOMA.

Caracteristica Control Fibrosis Esteatosis Esteatosis + Valor
fibrosis dep
(n=45) (n=13) (n=39) (n=21)
Eemog")bi”a (g/dL) 15.63+1.21 15.10+1.51 16.06+1.11 14.87+2.34 0.02*
romedio+DE
Plaquetas (10%uL) 238000 (190950- 254300 (210900- 231000 (202700 | 271000 (216950 | g
Mediana (RIQ) 283500) 315850) 256400) 299650) :
: 3
bi;gr?ac(';ﬁ; (1077ulL) 6040 (4890-7140) | 6860 (5950-8915) | 6380 (5410-7180) | 7140 (6275-8350) | 0.01*
Neutroéfilos totales *
(L0L) Madions (210 3270 (2835-4100) | 4440 (3635-6125) | 3570 (2980-4640) | 4020 (3465-5060) | 0.01
: : 3
“L/Igfign%'t(g%)(lo ) 1850 (1230-2325) | 2070 (1660-2485) | 1790 (1410-2570) | 2340 (1865-2645) | 0.08
indice neutréfilo/linfocito
oo e 1.96 (1.42-2.77) 2.25 (1.52 -3.82) 2 (1.41-2.76) 1.75 (1.37-2.51) 0.54
Glucosa (mg/dL) ) } . -
S osa o 96 (87.5-104) 93 (84.5-100.5) 94 (88-107) 97 (87-109.5) 0.69
Urea (mg/dL) 32.17+10.04 37.085+11.35 31.79+11.58 31.33+14.29 0.15
romedio+DE
grea“.”i”a (mg/dL) 0.88+0.17 0.85+0.22 0.83+0.21 0.75+0.23 0.06
romedio+DE
BUN (mg/dL) ) ) ) i}
Do 15.25 (11.68-18.73) | 16.9 (12.55-21.15) | 13.8 (11-16.2) 11.8(10.8-15.25) | 0.11
Acido urico (mg/dL) i i i i
e e 6 (5.25-6.6) 6.6 (6-7.3) 6.3 (5.55-7.35) 6.1 (5.3-7.77) 0.08
Colesterol total (mg/dL) | 187 (158.5-219) 195 (178.5-216) 185 (164-210) 188 (167-212.5) 0.91

Mediana (RIQ)
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LDL (mg/dL)

LDL (mgidL 123 (97-150.5) 111 (75.5-131.5) | 112.5(905-137) | 99.5(75.25-118.3) | 0.16
o) 35 (30-43) 33 (27.5-38.5) 33.5 (28-36.25) 33.5(29.25-34.75) | 051
e gL 33 (25.5-40.5) 33 (24-58.5) 41 (28.5-49) 42 (32-70) 0.03*
g liceriaos (mg/dL) 165 (131.5-202.5) | 165 (135.5-238) 197 (143-246) 205 (132-291.5) 0.16
Fonnogena (mg/dl) 405.5 (356-426.8) | 427 (354-521.5) 308 (355-430) 4345 (391.3-489.8) | 0.10
o) 2.6 (1.9-4.2) 3.25 (1.72-5.75) 3.4 (1.42-5.4) 5 (2-15.5) 0.17
B rrubina total (mg/dL) 1052 (0.41-0.62) 0.49 (0.36-0.59) 0.54 (0.43-0.64) 0.47 (0.39-0.59) 0.45
G;L,fg('é%) 21 (17.5-29) 20 (14-23) 21 (17-32) 21 (17.5-43.5) 0.33
e ity 28 (21.5-37.5) 20 (14.5-39) 25 (18-49) 32 (20.5-71) 0.15
RATIO ASTIALT 0.80+0.26 0.93+0.38 0.810.23 0.75:0.22 0.53
), 32 (23.25-51.75) 32.5 (21.75-50) 40 (30.75-67.5) 46 (35.75-99.25) | 0.02*
Fosfatasa alcalina (UI/L) |93 93+28.39 99.08+27.46 95.24+31.08 96.2+26.84 0.91
e 163 (141.5-195.5) | 163 (147-191.5) 161 (139-178) 165 (136.5-199.5) | 0.86
Albumina (/L) 4.4240.26 4.2040.31 4.4140.26 4.3740.33 0.08
g (h/mL) 8.43 (4.27-12.07) | 8.81(5.52-18.06) | 11.07 (8.56-18.21) | 13.4 (11.43-18.38) | 0.03*
HbAlc (%) 5.78+1.08 5.55+1.00 5.58+1.08 5.86+1.12 0.39
INDICE HOMA-IR 2.28 (1.14-3.32) 1.82 (1.31-4.3) 2.65 (2.12-4.92) 2.99 (2.73-4.35) 0.16

Mediana (RIQ)

Se calcularon, la media * la Desviacion Estandar (DE) o bien la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé un andlisis de normalidad y de acuerdo a la
distribucion de los datos se aplicé prueba ANOVA o bien, Kruskal-Wallis para realizar comparacion entre los cuatro grupos. Se considerd un nivel de significancia
de p<0.05. VIH: virus de inmunodeficiencia humana, NAFLD: enfermedad por higado graso no alcohdlico, LDL: lipoproteina de baja densidad, HDL: lipoproteina
de alta densidad, VLDL: lipoproteina de muy baja densidad, PCR: proteina C reactiva, AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanina aminotransferasa, GGT:

gamma-glutamiltranferasa, DHL: deshidrogenasa lactica, HbAlc: hemoglobina glicosilada. p <0.05* p <0.01** p <0.001***,
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En la Tabla 5, se puede observar que los niveles de hemoglobina, fueron
significativamente diferentes entre grupos (p= 0.02), con los valores mas elevados
en el grupo con esteatosis (16.06 g/dL), en tanto que los niveles mas bajos se
encontraron en el grupo con esteatosis + fibrosis (14.87 g/dL). Cabe mencionar, que
en los cuatro grupos los niveles de hemoglobina se encuentran dentro de
parametros normales. La cuenta de plaguetas no resulté una variable significativa
entre los cuatro grupos.

Las cuentas de leucocitos y neutréfilos tuvieron diferencia estadisticamente
significativa entre grupos (p= 0.01 y 0.01, respectivamente), manténiendose en
todos los casos, dentro de parametros normales.

Los niveles de glucosa en ayuno, BUN y acido udrico no tuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos.

En cuanto al perfil de lipidos, de midieron niveles de colesterol total, LDL, HDL,
VLDL y TGL, encontrando diferencias significativas Unicamente en los niveles de
VLDL con un valor de p= 0.03. Los niveles mas altos se observan en el grupo de
esteatosis + fibrosis (42 mg/dL), seguido del grupo con esteatosis (41 mg/dL) y
finalmente los grupos control y fibrosis tuvieron los niveles menores (33 mg/dL).

En relacién a las pruebas de funcién hepatica, no se encontraron diferencias entre
los 4 grupos en cuanto a niveles de transaminasas (AST o ALT), fosfatasa alcalina,
DHL o albumina. Los niveles de GGT si presentaron significancia estadistica (p=
0.02), con los niveles més altos en el grupo con esteatosis + fibrosis (de 46 UI/L),
seguido del grupo con esteatosis (de 40 UI/L) y finalmente, los grupos control y
fibrosis tuvieron medianas de 32 Ul/L y 32.5 Ul/L, respectivamente. Cabe mencionar
gue en todos los casos, esta determinacion se encuentra dentro de los parametros
de normalidad de acuerdo al laboratorio (0-50 UI/L).

Los niveles de proteina C reactiva, fibrindgeno, hemoglobina glicosilada y el célculo
de indice HOMA tampoco mostraron diferencia significativa entre grupos.
Finalmente, los niveles de insulina mas elevados se encontraron en el grupo de
pacientes con esteatosis + fibrosis (13.4 pU/mL), seguido del grupo con esteatosis
(11.07 pU/mL) y los niveles mas bajos se registraron en el grupo control y grupo con

fibrosis, 8.43 pU/mL y 8.41 pU/mL, respectivamente (p= 0.03).
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De acuerdo a las medidas antropométricas, estudios de laboratorio y datos clinicos

de los pacientes, se calcul6 el riesgo cardiovascular por dos métodos: indice cadera

cintura y escala Framingham. Ademas, se calcularon los indices predictivos de

fibrosis (FIB-4, NAFLD fibrosis score y APRI). Estos resultados, asi como la

clasificacion de esteatosis por USG y el grado de fibrosis hepética por elastografia

(ARFI, Acoustic Radiation Force Impulse) se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. indices predictivos de esteatosis, fibrosis y riesgo cardiovascular.

indice evaluado Control Fibrosis Esteatosis Esteatosis + Valor de p
fibrosis
(n=45) (n=13) (n=39) (n=21)
Riesgo cardiovascular (ICC) 0.54
Bajo 9 (20%) 3 (23.07%) 3 (7.69%) 1 (4.76%)
Moderado 7 (15.55%) 2 (15.38%) 8 (20.51%) 4 (19.04%)
Alto 29 (64.44%) 8 (61.53%) 28 (71.79%) 16 (76.19%)
Escala de Framingham 6.82+5.71 5.99+7.28 7.28+5.84 7.18+7.50 0.56
Promedio+DE
Riesgo cardiovascular
(Framingham) 31 (70.45%) 9 (75%) 27 (71.05%) 14 (70%) 0.58
Bajo 9 (20.45%) 2 (16.66%) 9 (23.68%) 3 (15%)
Moderado 4 (9.09%) 1 (8.33%) 2 (5.26%) 3 (15%)
Alto
Grado de esteatosis por USG
Ausente 45 (100%) 13 (100%) 0 0 0.57
Medio 0 0 20 (51.28%) 7 (33.33%)
Moderado 0 0 15 (38.46%) 11 (52.38%)
Severo 0 0 4 (10.25%) 3 (14.28%)
ARFI m/s 1.04+0.13 1.64+0.57 1.05+0.13 1.87+0.50 <0.0001***
Promedio+DE
ARFI
<1.34 m/s, FO-F1 45 (100%) 0 39 (100%) 0 0.75
1.34-1.54 m/s, F2 0 8 (61.53%) 0 6 (28.57%)
1.55-1.8 m/s, F3 0 4 (30.76%) 0 4 (19.04%)
>1.81 m/s, F4 0 1 (7.69%) 0 11 (52.38%)
FIB-4 0.27

<1.3, sin fibrosis
1.3-2.67, Indeterminado
>2.67, fibrosis significativa

43 (95.55%)
2 (4.44%)
0

12 (92.3%)
1 (7.69%)
0

34 (87.17%)
5 (12.82%)
0

20 (95.23%)
1 (4.75%)
0
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INDICE NAFLD 0.63
<-1.455, sin fibrosis 36 (82.75%) 11 (92.3%) 28 (71.79%) 13 (61.90%)
-1.455-0.675, indeterminado 9 (18.96%) 2 (7.69%) 11 (28.20%) 8 (38.09%)

>0.675, con fibrosis 0 0 0 0

iNDICE APRI 0.77

<0.7, sin fibrosis

0.7-1, fibrosis significativa

>1, cirrosis

42 (93.33%)
2 (4.44%)
1 (2.22%)

13 (100%)
0
0

37 (94.87%)
2 (5.12%)
0

18 (85.71%)
0
3 (14.28)

Se calcularon, la media + la Desviacién Estandar (DE). Se realizé el analisis de normalidad y de acuerdo a la distribucion de los datos, se aplic6 prueba ANOVA
o bien, Kruskal-Wallis para realizar comparacion entre los cuatro grupos. Se consideré un nivel de significancia de p<0.05. VIH: virus de inmunodeficiencia
humana, NAFLD: enfermedad por higado graso no alcohdlico, USG: ultrasonografia, FIB-4: indicador de fibrosis hepatica, APRI: AST to Platelet Ratio Index, ICC:

indice Cadera Cintura, ARFI: Acoustic Radiation Force Impulse. p <0.05* p <0.01** p <0.001***,

El riesgo cardiovascular, calculado por el ICC y escala de Framingham, no tuvo
resultados estadisticamente significativos entre grupos. En tanto que los resultados
de APRI, FIB-4 y NAFLD fibrosis score, tampoco mostraron diferecia significativa
entre los grupos.

El 100% de los pacientes en los grupos control y fibrosis, tuvo ausencia de
esteatosis por USG; en el grupo con esteatosis, 20 pacientes (51.28%) tuvieron
esteatosis media, 15 moderada (38.46%) y 4 severa (10.25%), en tanto que en el
grupo con esteatosis + fibrosis, 11 pacientes presentaron esteatosis moderada
(52.38%), 7 media (33.33%) y solo 3 severa (14.28%).

La fibrosis hepatica, detectada a través de elastografia y clasificada de acuerdo a
ARFI, fue estadisticamente significativa entre grupos (p= 0.0001), en el grupo de
fibrosis, 8 en el grupo de fibrosis leve (61.53%), 4 con fibrosis moderada (30.78%)
y 1 con fibrosis grave (7.69%); por otra parte, el grupo de esteatosis + fibrosis, con
11 pacientes con fibrosis grave (52.38%), 6 en el grupo de fibrosis leve (28.57%) y
4 en el grupo de fibrosis moderada (19.04%).

Niveles sericos de de citocinas proinflamatorias.

En todos los pacientes se cuantificaron citocinas séricas, los resultados y analisis

estadistico se resumen en la Tabla 7.
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Tabla 7 . Niveles séricos de citocinas.

Citocina Control Fibrosis Esteatosis Esteatosis + Valor de p
Mediana (RIQ) fibrosis
en pg/mL (n=45) (n=13) (n=39) (n=21)
IL-1B8 79.7 (26.9-263.2) 35.4 (30.1-269.2) 81.1 (27.46-2703.4) 79.7 (30.1-332.4) 0.78
IFN- a 209.7 (80.4-1487) 80.4 (21.75-2127) 180.5 (31.18-554.7) 62.4 (31.2-209.7) 0.08
IFN-y 128.7 (78.9-1328) 78.9 (59.01-12327) 593 (73.93-11598) 662.4 (78.9-1328) 0.91
TNF-a 28 (12.2-79.5) 49.8 (19.5-79.5) 25 (7.35-79.5) 79.5 (9.8-79.5) 0.87
MCP-1 632.2 (469.2-852.8) 884.7 (680.2-1138) 655.3 (478.5-799.1) 675 (518.2-876.6) 0.41
IL-6 1.7 (0.88-2.36) 4.11 (2.79-6.96) 2.8 (1.15-3.75) 2.57 (1.8-4.64) 0.003**
IL-8 14.2 (5.7-28.5) 13.6 (5.7-34.4) 13.2 (5.7-21.15) 13.6 (5.7-21.2) 0.87
IL-10 6.9 (4.4-14.5) 14.5 (5.2-54.6) 7.4 (4.4-18.08) 7.8 (6-14.5) 0.68
IL-12p70 7.29 (1.78-29.36) 7.29 (1.78-29.36) 8.35 (5.48-11.41) 8.35 (5.48-10.54) 0.99
IL-17 139.4 (139.4-139.4) 139.4 (139.4-139.4) 139.4 (67.33-139.4) 139.4 (102-139.4) 0.90
IL-18 303.6 (181.3-449.7) 325.4 (192.9-901.3) 139.4 (67.33-139.4) 139.4 (102-139.4) <0.00071***
IL-23 90.9 (47.4-228.7) 47.4 (40.4-106.2) 91.56 (63.7-176) 63.7 (42.8-115.8) 0.15
IL-33 7.29 (3.06-29.36) 21.44 (1.78-47.67) 29.36 (5.59-66.65) 7.29 (1.78-67.33) 0.69

Se calcularon la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realiz6 la prueba de normalidad y de acuerdo a la distribucion de los datos se aplicé prueba ANOVA
o bien, Kruskal-Wallis para realizar comparacion entre los cuatro grupos. Se consider6 un nivel de significancia de p<0.05. VIH: virus de inmunodeficiencia humana,
IL: interleucina, IFN: interferén, TNF: Factor de Necrosis Tumoral, MCP: Proteina Quimiotactica de Monocitos. . p <0.05* p <0.01** p <0.001***,

Los niveles de IL-6 fueron estadisiticamente significativos entre grupos (p= 0.003),
los niveles mas elevados se encontraron en el grupo con fibrosis (4.11 pg/mL),
seguido por el grupo con esteatosis y esteatosis + fibrosis (2.8 y 2.57 pg/mL,
respectivamente). Por otro lado, los niveles de IL-18 se encuentran
significativamente mas elevados (p= <0.0001) en el grupo con fibrosis (mediana de

325.4 pg/mL), Figura 6.

Esteatosis + fibrosis h Esteatosis + fibrosis -h

@ Esteatosis - @ Esteatosis |
& =1
= o
G Fibrosis G Fibrosis ]

Control 7 Control 7

T T T 1 T T T T ]
0 2 4 8 8 0 200 400 600 8O0 1000
pg/mi pg/mi

Figura 6. Niveles de IL-6 e IL-18. Las citocinas se evaluaron en suero, la IL-18 se midio por
citometria de flujo en tanto que la IL-6 por ELISA. Se representan Unicamente las citocinas en las
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que se presentaron diferencias significativas. Se graficé la mediana y el rango Intercuartilar (RIQ),
las concentraciones se encuentran en pg/mL.

Concentracion sérica de biomarcadores vasculares: Dimero D, Ox-LDL,
sCD36, PCRy fibrinégeno.

Se cuantificaron niveles de tres marcadores séricos de activacion vascular: Ox-LDL,

sCD36 y Dimero D, los resultados y andlisis estadistico se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Niveles séricos marcadores de activacion vascular.

Marcadores de Control Fibrosis Esteatosis Esteatosis + Valor
activacion vascular fibrosis dep
(n=45) (n=13) (n=39) (n=21)
Ox-LDL (mU/mL) 2780 (2430-4150) 3270 (2525-3970) 2720 (2557-2907) 2686 (2562-3285) 0.68
sCD36 (ng/mL) 180.2 (17.12-1322) | 47.76 (10.16-221) 129.8 (12-195.3) 144.9 (19.76-2296) 0.61
Dimero D (ng/mL) 152.7 (91.27-286.2) | 213.4 (111.6-285.1) | 173.2 (97.05-305.7) | 181.6 (94.14-265.8) | 0.94
Fibrindgeno (mg/dL) | 405.5 (356-426.8) 427 (354-521.5) 398 (355-430) 434.5 (391.3-489.8) | 0.10
PCR (mg/dL) 2.6 (1.9-4.2) 3.25 (1.72-5.75) 3.4 (1.42-5.4) 5 (2-15.5) 0.17

Se calcularon, la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se aplicé el anélisis de normalidad y de acuerdo a la distribucion de los datos se aplicé prueba
ANOVA o bien, Kruskal-Wallis para realizar comparacion entre los cuatro grupos. Se consideré un nivel de significancia de p<0.05. Ox-LDL: lipoproteina de
baja densidad oxidada. p <0.05* p <0.01** p <0.001***,

Como se puede observar en la Tabla 8, no encontramos diferencias significativas
en los marcadores séricos de activacion vascular entre los cuatro grupos. Respecto
al Ox-LDL la mayor concentracion se encontr6 en el grupo de Fibrosis, en tanto que
el sCD36 es mas elevado en aquellas PVVIH sin esteatosis o fibrosis y finalmente
el Dimero D es mas elevado en aquellas PVVIH que presentan fibrosis o esteatosis

mas fibrosis.

Sub-analisis de comparacion entre dos grupos.

Una vez realizado el analisis anterior entre los cuatro grupos, fue de nuestro interés
comparar las variables analizadas entre dos grupos, tomando como referencia el
grupo Control (PVVIH): a) Grupo Control vs Esteatosis, b) Grupo Control vs Fibrosis
mas Esteatosis y finalmente c¢) Grupo Control vs Fibrosis.

Cabe mencionar que las diferencias significativas que se describieron anteriormente
se preservan, sin embargo, al llevar a cabo estos analisis se suman otras diferencias

significativas interesantes. De manera particular, al comparar el grupo Control vs
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Esteatosis se presenta una diferencia estadisticamente significativa en el Nadir de

CD4* con un valor de p=0.04 (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacion entre el grupo control vs. esteatosis.

Parametro Control Esteatosis Valor de p
(n=45) (n=39)
Nadir de Linfocitos T CD4* (céls/uL) | 217 (57.5-349) 111 (35-239) 0.04*
Mediana (RIQ)

nivel de significancia de p<0.05. p <0.05*.

Se calcul6 la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé un analisis de normalidad y de acuerdo a la distribucién
de los datos se aplico la prueba no paramétrica U de Mann Whitney para la comparacion entre grupos. Se consideré un

Por otro lado, al comparar el grupo Control vs. el grupo de Esteatosis més Fibrosis,

resultd interesante que se observan diferencias significativas en la cantidad de

Linfocitos, el IFN-a asi como los marcadores inespecificos de inflamacién, el

Fibrindgeno y la PCR. Por otro lado, con base en las diferencias encontradas al

comparar los cuatro grupos, en este sub-analisis se pierde la diferencia significativa

gue se observaba para la Hemoglobina, Tabla 10.

Tabla 10. Comparacion entre el grupo control vs. esteatosis + fibrosis.

Parametro Control Esteatosis + Valor de
Fibrosis p
(n=45) (n=21)

Fibrinégeno (mg/dL) ) ) *

Mediana (RIQ) 405.5 (356-426.8) 434.5 (391.3-489.8) 0.04

PCR (mg/dL) } . *

Medians (R10) 2.6 (1.9-4.2) 5 (2-15.5) 0.03

IFN-a (pg/mL) 209.7 (80.4-1487) 62.4 (31.2-209.7) 0.007**

Mediana (RIQ)

Se calcul6 la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé un andlisis de normalidad y de acuerdo a

la distribucion de los datos se aplicé la prueba paramétrica t de student o no paramétrica U de Mann Whitney

para la comparacién entre grupos. Se consider6 un nivel de significancia de p<0.05. . p <0.05* p <0.01** p

<0.001***,

Finalmente, el realizar la comparacion entre el grupo Control vs. Fibrosis, no se

encuentra la diferencia estadistica que se observaba al comparar los leucocitos

totales entre los cuatro grupos; se preserva la diferencia significativa en el caso de

los neutrofilos totales y los niveles de IL-6 e interesantemente, se observan

diferencias significativas entre los niveles de &cido urico y albumina, Tabla 11.
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Tabla 11. Comparacidn entre el grupo control vs. fibrosis.

Parametro Control Fibrosis Valor de
(n=45) (n=13) p
Neutroéfilos totales
3270 (2835-4100) 4440 (3635-6125) 0.002*
(10%/uL) Mediana (RIQ)
Acido arico (mg/dL) i i
Modiana (RIO) 6 (5.25-6.6) 6.6 (6-7.3) 0.03*
AlbUmina (g/L) 4.42+0.26 4.20+0.31 0.02*
Promedio+DE
IL-6 (pg/mL) Mediana 1.7 (0.88-2.36) 4.11 (2.79-6.96) 0.0003***
(RIQ)

Se calculé la Media y Desviacion Estandar (DE) o bien la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé
un andlisis de normalidad y de acuerdo a la distribucién de los datos se aplicé la prueba paramétrica t de
student o no paramétrica U de Mann Whitney para la comparacién entre grupos. Se consider6 un nivel de
significancia de p<0.05. . p <0.05* p <0.01** p <0.001***,

Sub-analisis de comparacion entre dos grupos, considerando elevados
puntajes de Esteatosis por USG y Fibrosis por Grados ARFI.

Con los analisis previos, fue de nuestro interes realizar un subanalisis considerando
elevados puntajes de Esteatosis (USG=2 y USG=3) y de Fibrosis por Grados ARFI;
comparandolos con el grupo de referencia control (PVVIH). En este analisis, se
consideraron unicamente aquellas variables para las que se ha descrito alguna
relacion con la presencia de NAFLD. En este sentido, se consideraron los datos
antropomeétricos (IMC, C. cadera, C. cintura), estudios de laboratorio (PCR,
Fibrindgeno, AST, ALT, Radio AST/ALT, Insulina, HbAlc, indice HOMA), niveles de
citocinas y los marcadores de activacion vascular.

Se realiz6 la comparacion entre el grupo de PVVIH como Grupo Control vs. el grupo
de Esteatosis con un puntaje de 2 y 3 (moderado y severo), los resultados se

representan en la Tabla 12.

Tabla 12. Comparacion entre el grupo control vs. esteatosis moderada y severa (grados 2

y 3).
Caracteristica Control Esteatosis Valor de p
(n=45) (n=19)
IMC Kg/m? 27.36 (23.78-29.41) 28.73 (25.90-32.79) 0.003*%
Mediana (RIQ)
C. cinturacm 96 (90-101.5) 100.5 (95-110) 0.002**t
Mediana (RIQ)
C. caderacm 96 (88.5-104.5) 102 (96-106) 0.03*t
Mediana (RIQ)
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Fibrindgeno (mg/dL) | 405.5 (356-426.5) 387 (343-415) 0.44%

Mediana (RIQ)

PCR (mg/dL) 2.6 (1.9-4.2) 2.9 (1.8-5.0) 0.62%

Mediana (RIQ)

ALT (UIL) 28 (21.5-37.5) 46 (25-68) 0.03*t
Mediana (RIQ)

AST (UI/L) 21 (17-31) 24 (18-39) 0.221f

Mediana (RIQ)

RATIO AST/ALT 0.80+0.26 0.67+0.16 0.03*f
Promedio+DE

GGT (UI/L) 32 (23.2-51.7) 54 (36-83.5) 0.009**%
Mediana (RIQ)

Insulina (LU/mL) 8.4 (4.2-12) 13.4 (9.6-18.2) 0.003**t
Mediana (RIQ)

HbA1c (%) 5.8+1.1 5.7+1.0 0.85%
l?romediorDE

INDICE HOMA 2.2 (1.1-3.3) 3.6 (2.3-4.9) 0.06%

Mediana (RIQ)

IFN- a (pg/mL) 209.7 (80.4-1487) 80.4 (31.15-209.7) 0.03*t
Mediana (RIQ)

IL-18 (pg/mL) 303.6 (181.3-449.7) 139.4 (67.3-139.4) 0.003**1
Mediana (RIQ)

Se calcul6 la Media + la Desviacién Estandar (DE) o bien la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realiz6
un analisis de normalidad y de acuerdo a la distribuciéon de los datos se aplicé la tprueba paramétrica t de
student o no paramétrica U de Mann Whitney para la comparacién entre grupos. Se consideré un nivel de
significancia de p<0.05. p <0.05* p <0.01** p <0.001***,

Como se puede observar, hay diferencia significativa en las medidas
antropometricas, siendo estas mas elevadas en pacientes con Esteatosis grado 2y
3. Enrelacion a las transaminasas solo hay diferencia significativa en los niveles de
ALT y GGT las cuales se encuentran mas elevadas en pacientes con Esteatosis; a
su vez el radio AST/ALT es significativamente mas elevado en PVVIH como Grupo
Control. Por otro lado, es evidente el aumento significativo de Insulina en PVVIH y
Esteatosis grado 2 y 3, sin diferencias en la HbA1c o el indice HOMA. Finalmente,
las PVVIH tienen niveles significativamente mas elevados de IFN-a e IL-18 vs.
aquellas PVVIH y Esteatosis. No se presentaron diferencias en relacion a los

marcadores de activacion vascular Dimero-D, sCD-36 y Ox-LDL.
Siguiendo la estrategia de analisis, se realiz6 la comparacion entre las PVVIH como

Grupo Control y aquellas con Esteatosis y Fibrosis severa (aquellos con un valor

ARFI-4), los resultados se presentan en la Tabla 13.
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Tabla 13. Comparacion entre el grupo control vs. esteatosis + fibrosis severa (ARFI-

4).
Caracteristica Control Esteatosis + Valor de p
fibrosis (ARFI-4)
(n=45) (n=11)
2
IMC Kg/m 27.36 (23.78-29.41) | 31.25 (29.86-35.8) | 0.0001***

Mediana (RIQ)

C. cinturacm
Mediana (RIO) 96 (90-101.5) 111 (104-115) <0.00071****

C. caderacm Sk
Mediana (RIQ) 96 (88.5-104.5) 107 (98-116) 0.0007

Fibrinégeno (mg/dL) ) } *
Mediana (RIQ) 405.5 (356-426.8) 454 (376-528) 0.04

PCR (mg/dL) : )
Mediana (RIQ) 2.6 (1.9-3.6) 8.3 (3.4-18.7) 0.0006***

IFN- a (pg/mL) ) i} *
Mediana (RIQ) 209.7 (80.4-1487) 58.65 (58.65-296) 0.04

IL-8 (pg/mL) : . *
Mediana (RIQ) 57.3 (9.79-79.5) 13.6 (12.18-14.15) | 0.02

IL-18 (pg/mL) } )
Mediana (RIQ) 303.6 (181.3-449.7) 139.4 (93.35-139.4) | 0.001**

IL-6 (pg/mL) ) ; %
Mediana (RIQ) 1.7 (0.88-2.36) 4.16 (1.29-6.51) 0.03

Dimero D (ng/mL) ) ;
Mediana (RIQ) 152.7 (91.27-286.2) 221.6 (187.9-330.5) | 0.03*

Se calcul6 la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé un andlisis de normalidad y de acuerdo
a la distribucion de los datos se aplicé la prueba paramétrica t de student o no paramétrica U de Mann
Whitney para la comparacion entre grupos. Se consider6 un nivel de significancia de p<0.05. p <0.05*
p <0.01** p <0.001***

En este andlisis, fue relevante la diferencia en el IMC entre los grupos, con una
mediana en el grupo esteatosis + fibrosis severa de 31.25 Kg/m? y una p de 0.0001,
lo cual se corresponde con las circunferencias de cintura y cadera significativamente
mayores en este grupo. Ademas, encontramos marcadores pro inflamatorios (PCR,
fibrinbgeno e IL-6) mas elevados en el grupo esteatosis + fibrosis severa.
Importantemente todos los niveles de PCR en este grupo se encuentran dentro del
valor considerado como punto de corte para el riesgo de desarrollo de ECV (>3.3
mg/mL) en PVVIH. Interesantemente, el Dimero-D como marcador de activaciéon

vascular tiene una elevacion significativa (p=0.03) en el grupo con Esteatosis y
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Fibrosis severa. Por ultimo, los niveles de IFN-q, IL-18 e IL-8 fueron mayores en el

grupo control de PVVIH.

Finalmente, realizamos un subandlisis de comparacién entre el grupo Control y el

grupo Esteatosis + Fibrosis con los grados méas importantes de esteatosis por USG

(grado moderado y severo). Los pardmetros con significancia estadistica se

muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Comparacién entre el grupo control vs. esteatosis moderada y severa

grados 2 y 3) + fibrosis.

Mediana (RIQ)

Caracteristica Control Esteatosis Valor de p
(Grados 2y 3)
+ Fibrosis
(n=45) (n=19)
IMC m2/kg Kk
Promedio+DE 26.86+3.50 29.83+4.28 0.005
C. cintura cm 95.51+7.52 103+11.11 0.002**
Promedio+DE
C. caderacm
PromodiotDE 96.59+9.85 102.3+8.4 0.03*
ALT (UI/L) - - *
Mediana (RIQ) 28 (21.5-37.5) 46 (25-68) 0.03
Ratio AST/ALT
PromediotDE 0.80+0.26 0.67+0.16 0.03*
GGT (UIL) ) )
Mediana (RIQ) 32 (23.25-51.75) 57 (33.25-83.5) 0.03*
Insulina (uU/mL) ) _ *
Mediana (RIO) 8.43 (4.27-12.07) 13.92 (9.58-18.65) 0.01
HOMA
Mediana (RIO) 2.28 (1.14-3.32) 3.67 (2.26-4.94) 0.03*
IFN- a (pg/mL) } _
Mediana (RIQ) 209.7 (80.4-1487) 80.4 (31.15-209.7) 0.03*
IFN-y (pg/mL) ) ) *
Mediana (RIQ) 128.7 (78.9-1328) 1328 (78.9-11598) 0.04
IL-18 (pg/mL) 303.6 (181.3-449.7) | 139.4 (67.33-139.4) | 0.0015*

Se calcul6 la Media + la Desviacion Estandar (DE) o bien la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Se realizé
un analisis de normalidad y de acuerdo a la distribuciéon de los datos se aplicé la prueba paramétrica t de
student o no paramétrica U de Mann Whitney para la comparacion entre grupos. Se consideré un nivel de
significancia de p<0.05. p <0.05* p <0.01** p <0.001***
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Al realizar este analisis, encontramos un IMC y circunferencias de cintura y cadera
mayores en el grupo con esteatosis + fibrosis (p= 0.005, 0.002 y 0.03,
respectivamente). En relacion a las transaminasas, el grupo con esteatosis +
fibrosis, registré valores mas elevados de ALT (46 vs. 28 UI/L) y GGT (57 vs. 32
UI/L). Los niveles de insulina fueron significativamente mas elevados en el grupo
con esteatosis y fibrosis (p= 0.01), asi como el indice HOMA (p= 0.03). Finalmente,
las citocinas IFN-a e IL-18 (p= 0.03 y 0.0015, respectivamente) se encontraron mas
elevados en el grupo control, siguiendo el comportamiento que se observo en los

analisis previos.

Analisis de correlacion entre variables.

Adicionalmente, se realizaron pruebas de correlacion entre las variables de interés
(citocinas como IL-6 e IL-18, CD36s, Ox-LDL y Dimero D) con el grado de esteatosis
o fibrosis hepéatica y se realizaron también correlaciones entre las mismas variables
de interés o bien, entre estas y algunas caracteristicas clinicas y medidas

antropométricas en cada uno de los grupos de estudio.

En este sentido, al evaluar los niveles de IL-18 en suero y el grado de esteatosis por
USG se observo que los niveles de esta citocina son mas elevados en las PVVIH y
gue estos niveles disminuyen significativamente cuando estos pacientes tienen una
valoracion de esteatosis hepatica en grado 1 (p= <0.05), grado 2 (p= <0.0001) o
grado 3 (p=0.0004). Al comparar todos los grupos y aplicando Kruskall Wallis se

obtuvo una diferencia significativa con un valor de p=<0.0001, Figura 7.
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Figura 7. Niveles de IL-18 en relacidon a los grados de
esteatosis por USG. Se graficaron los niveles de IL-18 en
pg/mL de acuerdo a la presencia o0 ausencia de Esteatosis. Se
realiz6é un analisis de normalidad y de acuerdo a la distribucion
de los datos se aplicé Kruskall Wallis para la comparacién de
todos los grupos (p<0.0001) y adicionalmente la prueba
paramétrica t de student o no paramétrica U de Mann Whitney
para la comparacién entre grupos. Se consideré un nivel de
significancia de p<0.05. p <0.05* p <0.01** p <0.001***,

Por otro lado, los niveles de Ox-LDL son significativamente mas elevados en
aquellas PVVIH con USG=3 vs. aquellos con USG=2 (p= <0.05) y con USG=1 (p=
<0.01). Es decir, entre mayor es el grado de esteatosis mas elevados son los niveles
de Ox-LDL en PVVIH, Figura 8.
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Figura 8. Niveles de Ox-LDL en relacion a los grados
de esteatosis por USG. Se graficaron los niveles de Ox-
LDL en mU/mL de acuerdo a la presencia o ausencia de
Esteatosis. Se realizé un andlisis de normalidad y de
acuerdo a la distribucién de los datos se aplic6 ANOVA o
Kruskall Wallis para la comparacién de todos los grupos,
adicionalmente se aplico la prueba paramétrica t de
student 0 no paramétrica U de Mann Whitney para la
comparacion entre grupos. Se consideré un nivel de
significancia de p<0.05. p <0.05* p <0.01**,

De manera inicial, se realizaron correlaciones entre las variables de interes en los
diferentes grupos. En la Figura 9, se puede observar que en las PVVIH como Grupo
Control existe una correlacion positiva entre el Dimero D y los niveles de Ox-LDL
(r=0.37 p=0.024) asi como con el ICC (r= 0.36 p= 0.012). La IL-18 se correlaciona
positivamente con la IL-6 (r= 0.43 p= 0.009) y con la concentracion sérica de ALT
(r=0.34 p= 0.034) pero negativamente con el Ox-LDL (r=-0.36 p= 0.033). Por otro
lado, el sCD36 tiene una correlacion positiva con el IMC y la Circunferencia de
Cintura (r= 0.46 p= 0.043, r= 0.48 p= 0.036; respectivamente), sin embargo, se

correlaciona negativamente con los niveles de LDL (r=-0.50 p= 0.043).
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Figura 9. Analisis de correlaciones entre las variables de interes en el grupo control.
Se representan las correlaciones positivas y negativas entre las variables de interés de las
personas que viven con VIH (PVVIH) como grupo Control. Se realiz6 la prueba de
normalidad y dependiendo de la distribucion de los datos se realiz6 la prueba de Correlacion
de Pearson o de Spearman, se consider6 significativo un valor de p<0.05.

En las PVVIH y adicionalmente con algun grado de Esteatosis, el Ox-LDL tiene una
correlacién positiva con la PCR, con la HbAlc, por el contrario muestra una
correlacién negativa con la IL-18 (r= 0.46 p= 0.19, r= 0.41 p= 0.027, r= -0.48 p=
0.035; respectivamente). Por otro lado, el Dimero D se correlaciona positivamente
con la PCRy el IMC (r= 0.37 p= 0.025 y r= 0.43 p= 0.006) y negativamente con el
CD36s Yy los niveles de triglicéridos (r=-0.54 p=0.039, r=-0.32 p=0.05). Finalmente,
en este grupo la IL-18 tiene una relacidén positiva con las concentraciones séricas

de HDL (r= 0.41 p= 0.046), Figura 10.
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Figura 10. Analisis de correlaciones entre las variables de interes en el grupo
Esteatosis. Se representan las correlaciones positivas y negativas entre las variables de
interés en las PVVIH y con algin grado de Esteatosis por USG. Se realiz6 la prueba de
normalidad y dependiendo de la distribucién de los datos se realizé la prueba de Correlacion
de Pearson o de Spearman, se consideré significativo un valor de p<0.05.

En la Figura 11, se puede observar que en aquellos PVVIH y cursan con algun grado
de Fibrosis, la IL-18 tiene una correlacion positiva con la PCR (r= 0.76 p= 0.021)
pero negativa con las concentraciones de colesterol (r= -0.68 p= 0.042). De igual

manera, existe una correlacion negativa entre los niveles de sCD36 y la HbAlc (r=

-0.93 p= 0.005).
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Figura 11. Analisis de correlaciones entre las variables de interes en el grupo control y
grupo fibrosis. Se representan las correlaciones positivas y negativas entre las variables de
interés de los pacientes VIH+ y algun grado de Fibrosis por ARFI. Se realiz6 la prueba de
normalidad y dependiendo de la distribucién de los datos se realizé la prueba de Correlacion
de Pearson o de Spearman, se consider6 significativo un valor de p<0.05.

Finalmente, en aquellas PVVIH que cursan con algun grado de Esteatosis mas

Fibrosis existe una correlacion negativa entre el Dimero D y la IL-18 asi como con
las concentraciones de GGT (r=-0.59 p=0.012, r=-0.52 p=0.022), Figura 12.
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Figura 12. Analisis de correlaciones entre las variables de interes en grupo
control vs. el grupo con esteatosis més fibrosis. Se representan las correlaciones
positivas y negativas entre las variables de interés en las PVVIH con algun grado de
Esteatosis méas Fibrosis. Se realizé la prueba de normalidad y dependiendo de la
distribucion de los datos se realizd la prueba de Correlacion de Pearson o de
Spearman, se considero significativo un valor de p<0.05.

Niveles plasméaticos de BCAAS.

En un primer acercamiento a la cohorte de las 118 PVVIH, se realiz6 una

subclasificacion de los mismos considerando Unicamente la presencia o no de

esteatosis hepética por USG. A los dos grupos asi divididos, se les realizé la

evaluacion de aminoacidos en plasma a través de Cromatografia Liquida De Alta
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Resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) en la UANL, institucién que ofrece la
evaluacién de 17 aminoacidos entre los que se incluyen los BCAAs de interés

particular para este protocolo.
Para este andlisis, se dividieron los pacientes en dos grupos:

o El grupo PVVIH sin esteatosis, que incluyé a 58 pacientes (45 paciente del
grupo control y 13 pacientes del grupo fibrosis).
o El grupo PVVIH con esteatosis, que incluy6 a 60 pacientes (39 del grupo de

esteatosis y 21 del grupo esteatosis + fibrosis.

Se envio un pool (mezcla homogénea de plasma) de 5 pacientes sin esteatosis y un
pool de 5 pacientes con esteatosis, (aquellos con USG grado 3 o grado 4), por lo
tanto, como se puede observar en la Tabla 15y en la Figura 13 solo se reporta un

valor de cada aminoé&cido para cada grupo.

Tabla 15. Concentracion de aminoacidos en grupos con y sin esteatosis
hepética.

Aminoécidos PVVIH PVVIH con Valor de
n=5 en pool Esteatosis Referencia
(umol/L) n=5 en pool (umol/L)
(umol/L)
Ac. Aspartico 12 13 2-9
Ac. Glutamico 295 229 6-62
Serina 101 82 89-165
Histidina 24 13 72-108
Arginina 82 82 28-96
Glicina 277 205 147-299
Treonina 71 67 92-180
Citrulina 46 55 19-47
Alanina 481 330 146-494
Ornitina 32 33 55-135
Tirosina 64 52 37-77
Lisina 85 74 135-243
Metionina 26 25 13-37
Valina 234 170 179-335
Fenilalanina 68 43 46-74
Isoleucina 80 54 46-90
Leucina 160 120 113-205
Concentraciones de aminoacidos en pmol/L para cada grupo. En negritas se sefialan las
concentraciones de aminoacidos que se encuentran fuera de los rangos de referencia.
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Figura 13. Concentracién de aminoacidos plasmaticos en grupos con y sin esteatosis.
En negritas se sefialan los aminoacidos que se encuentran fuera del valor de referencia. La
determinacion fue realizada por HPLC y las concentraciones se expresan en umol/L.

Considerando los valores de referencia para los aminoéacidos, se puede observar
gue algunos aminocidos estan aumentados en ambos grupos, en este sentido,
ambos grupos muestran una elevacion en la concentracion de acido aspértico y
acido glutamico, este ultimo destaca, dado que para ambos grupos se cuadriplica el
limite superior y la concentracion es mas elevada aun PVVIH sin esteatosis. En el
caso de citrulina, este aminoéacido solo se encuentra elevado en el grupo de PVVIH

con esteatosis (Figura 14).
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Figura 14. Perfil de amindacidos con concentraciones por encima de los
valores de referencia en PVVIH con y sin esteatosis. La determinacion fue
realizada por HPLC. El nimero sobre cada barra indica la concentracion del
aminoacido para cada grupo. En el paréntesis se expresa el rango de
referencia normal para cada aminodcido. Las concentraciones se expresan
en umol/L. Asp: acido aspartico, Glu: acido glutamico.

Los aminodcidos histidina, lisina, teonina y ornitina tuvieron concentraciones bajas
en ambos grupos. Interesantemente el grupo de PVVIH con Esteatosis mostré

concentraciones disminuidas de serina, valina y fenilalanina (Figura 15).

Aminodcidos con concentraciones disminuidas

(179-335)
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mm ViH+
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= 1004 (92-180) 85 74 (46-74)
71 67 68 43
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Figura 15. Perfil de aminbéacidos con concentraciones por debajo de
los valores de referencia en PVVIH con y sin esteatosis. La
determinacion fue realizada por HPLC. El nimero sobre cada barra indica
la concentracion del aminoacido para cada grupo. En el paréntesis se
expresa el rango de referencia normal para cada aminoacido. Las
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concentraciones se expresan en pmol/L. Ser: serina, His: histidina, Tre:
treonina, Orn: ornitina, Lis: lisina, Val: valina, Fen: fenilalanina.

En relacion a los aminoacidos de cadena ramificada (BCAAS): valina, leucina e
iIsoleucina, se encuentran dentro del rango de referencia para ambos grupos, sin
embargo, como se observa en la Figura 16, las concentraciones son mas elevadas

en PVVIH sin esteatosis.

Aminodacidos de cadena ramificada (BCAAs)

(179-335 umol/L)
2504 234 170

m VIH+
200+ (113-205 pmol/L) VIH+ con Esteatosis
160 120
= 1504
©
E (46-90 umol/L)
= 1004 80 54
0' T T T

Valina Leucina Isoleucina

Figura 16. Perfil de aminoéacidos de cadenaramificada (BCAAS)
en PVVIH cony sin esteatosis. La determinacion fue realizada por
HPLC. El numero sobre cada barra indica la concentracion del
aminoacido para cada grupo. En el paréntesis se expresa el rango
de referencia normal para cada aminodcido. Las concentraciones
se expresan en umol/L.

Acidos grasos de cadena corta (SCFAS) en heces.

Se determind la concentracion de SCFAs (acetato, propionato y butirato) en heces
de los pacientes en cada uno de los grupos. Los resulatdos se muestran en la Figura
17.
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Figura 17. Evaluacién de acidos grasos de cadena corta (SCFAs) en heces de pacientes de
los cuatro grupos de estudio. La determinacion fue realizada por HPLC. En A) se visualizan los
SCFAs por separado en cada uno de los gréaficos asi como la concentracion medida de cada grupo;
en B) se visualizan cada grupo de estudio por separado en cada uno de los graficos, y la cantidad
encontrada de acetato, propionato y butirato en cada grupo. Se realizé un analisis de normalidad y
de acuerdo a la distribucion de los datos, se aplic6 ANOVA o Kruskall Wallis o bien, t de student o U
de Mann Whitney para la comparacion entre grupos. Se consideré un nivel de significancia de
p<0.05. Se grafican la Mediana y el Rango Intercuartilar (RIQ). Las concentraciones son expresadas
en mg/g.

Al realizar el analisis estadistico correspondiente, solo se observo diferencia
significativa (p=0.04) en la concentracion del Propionato entre el grupo Control de
PVVIH con una mediana de 1.34 (0.91,1.86) vs. aquellas PVVIH con Esteatosis con
una mediana de 1.67 (1.24,2.1); es evidente una mayor concentracion de propionato

en el grupo con Esteatosis.

Caracterizaciéon de la microbiota intestinal.

De los 118 pacientes incluidos en el estudio, fue posible llevar a cabo el analisis de
microbiota intestinal en 61 de ellos mediante secuenciacién de las regiones
hipervariables V3-V4 (se elige esta region ya que se considera una region que

contiene un maximo de heterogeneidad de nucleétidos mostrando asi el maximo
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poder de discriminacién) del gen 16S correspondiente a la subunidad menor del

ribosoma de los organismos procariotas mediante MiSeg-Illumina system.

Se obtuvieron 2,188,968 amplicones durante el proceso de secuenciacion, de los
cuales, después de la limpieza y filtrado de los datos mediante los programas
bioinforméticos descritos en la metodologia, se obtuvo un promedio por muestra de
27,277 amplicones. De dichos amplicones, fue posible conformar 544 OTU’s
(Unidades Taxonomicas Operativas utilizadas para individualizar categorias
taxonomicas y poder ordenarlos en una clasificacién y en la construccion de un arbol

filogenético), de los cuales 513 se encontraron en dos 0 mas muestras procesadas.

e Curvade rarefaccion.

Las curvas de rarefaccion se utilizan para saber si se obtuvieron suficientes OTUs
0 numero de secuencias, y si estas representan una fraccion significativa del total
de especies en una muestra. Se obtuvieron las curvas de rarefraccion para los
OTU’s asignados. Como se muestra en la Figura 18, todas las muestras, con
exepcion de la N107 obtuvieron una profundidad de andlisis superior a las 15,000
lecturas, por lo tanto, en los analisis posteriores se descarta esta muestra, con un
total global de 60 muestras para el analisis de secuenciacién de microbiota (Figura
18).

En la Figura 18 se muestra la curva de rarefaccion de las 60 muestras analizadas.
Una vez eliminada la muestra N107, las curvas de rarefraccion en el andlisis, a nivel
género sobrepasaron la profundidad de las 15,000 lecturas. Como se observa en la
Figura 18, la normalizacion vy filtrado de datos se realizé6 mediante la Media *
Desvacion Estandar, lo que permiti6 una mayor deteccion de amplicones con la

suficiente confiabilidad para ser analizados, resultando en 272 OTU’s.
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Figura 18. Curva de rarefaccion de la microbiota intestinal de los cuatro grupos incluidos
para el analisis. Curva de rarefraccion con los datos crudos.

e Diversidad alfa de la microbiota intestinal.

La diversidad alfa es una medida de la diversidad o riqueza microbiana en una
muestra determinada, es decir responde a la pregunta ¢Cuantos taxones son
detectados en cada una de las muestras evaluadas? Se estimo la riqueza de
especies segun los indices Shannon y Chaol, para definir la estructura bacteriana
de las muestras. El indice Chaol se considera un método no paramétrico para
estimar el nimero de especies en una comunidad. Por otro lado, el indice de
Shannon resume la diversidad en la poblacion, asumiendo que todas las especies
estan representadas en una muestra y son muestreadas al azar, este indice
aumenta a medida que aumentan tanto la rigueza o diversidad, asi como la
uniformidad de la comunidad.

Asi través de la diversidad alfa, se calculé la diversidad de los OTU’s detectados en
las muestras de cada grupo. Se estimé la riqueza de especies segun los indices
Shannon y Chaol, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19, del lado
izquierdo del gréafico se visualizan de manera individual y en el lado derecho,
agrupados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
riqueza de las especies que componen a cada grupo en la estimacion de los indices
de Shannon (p=0.16) y Chaol (p= 0.84).
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Figura 19. Diversidad alfa de la microbiota intestinal. Se analiz6 la diversidad o riqgueza microbiana
(eje de las Y) en cada una de las muestras (eje de las X) con la finalidad de poder definir el nUmero de
taxones en cada una de las muestras evaluadas y evaluar si habia diferencia significativa en la diversidad
de taxones en cada grupo. Se calcularon el indice de Shannon y de Chaol sin obtener diferencias
significativas (p= 0.16) y Chaol (p= 0.84); respectivamente.

e Diversidad beta de la microbiota intestinal.
La beta diversidad hace referencia a la abundancia y las similitudes/disimilitudes, o,
dicho en otras palabras, la presencia/ausencia de los distintos géneros y especies
presentes en cada grupo; asi la diversidad beta compara muestras y responde a la
pregunta ¢Cuales son las diferencias en la composicion microbiana entre las
muestras?. Se estimaron los indices de Bray Curtis el cual, se considera una medida

cuantitativa de la diferencia entre las abundancias de cada especie presente; los
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valores van de 0 a 1, en donde un valor de 0 significa que dos muestras comparten
exactamente la misma especie y en la misma abundancia y un valor de 1 significa
gue dos muestras tienen abundancias de especies completamente diferentes. Por
otro lado, el indice cualitativo de Jaccard hace referencia a la presencia/ausencia
ignorando la informacion de abundancia; los valores van de 0 a 1 en donde; un valor
de O significa que ambas muestras comparten la misma especie y un valor de 1
significa que las muestras comparadas no tienen especies en comun. Finalmente,
la divergencia de Jensen-Shannon indica las similitudes entre dos comunidades o
muestras.

Asi, con el andlisis de diversidad beta, se estim6 la abundancia y la presencia o
ausencia de los distintos géneros y especies en cada grupo, este analisis se
esquematiza en la Figura 20. Se utilizé un Analisis de Coordenadas Principal (PCA,
Principal Coordinate Analysis por sus siglas en inglés) para determinar los
enterotipos (forma predominante de un tipo de bacterias a nivel de género, que
caracteriza a la microbiota intestinal de cada individuo) presentes en nuestra
poblacién de estudio a través del indice Jaccard y Bray.

En total, el 5% se clasificd con un enterotipo Bacteroides, el 15% como Firmicutes

y finalmente el 80% se clasific6 como Prevotella (Figura 20).
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Figura 20. Diversidad beta de la microbiota intestinal. Se presenta la diversidad beta estimada
mediante el indice de Bray-Curtis, divergencia de Jensen-Shannon, asi como el indice de Jaccard para
calcular las abundancias relativas de cada enterotipo encontrado.

Mediante la prueba PERMANOVA (Permutational multivariate analysis of variance),
se observaron dos enterotipos claramente diferenciados: Firmicutes y Prevotella (p=
0.001), siendo el mas frecuente Firmicutes, presente en el 90% de las muestras

analizadas, mientras que Prevotella predominé en el 10%.

Posteriormente, se estimo la abundancia de cada enterotipo por grupo.

o En el grupo Control se encontraron pacientes con enterotipos Firmicutes y
Prevotella, con mayor abundancia de Firmicutes (87%).

o En el grupo Fibrosis, 5 de los 6 casos que lo conforman se clasificaron como
Prevotella y un Unico caso como Bacteroides.

o En el grupo Esteatosis, se detectaron los 3 enterotipos, con Prevotella como
el mas abundante (81% de los casos), seguido por Firmicutes (14%).

o En el grupo Esteatosis + Fibrosis, se detectaron los 3 enterotipos, el mas

abundante fue Prevotella en un 60% seguido de Firmicutes con un 30%.
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e Abundancia relativa a nivel de filo y género de la microbiota intestinal en los
diferentes grupos de estudio.

La abundancia relativa se refiere a la composicion porcentual de un microorganismo con
relacion al total de microorganismos presentes en la muestra. La abundancia relativa general
y por grupos en los niveles filo y género se presentan en la Figura 21. Como se puede observar
a nivel de Filo predominan Firmicutes y Bacteroidetes, seguidos de Proteobacterias en el total
de las muestras c), y cuando se ordenan dependiendo el grupo d). Por otro lado, a nivel de
genero, se puede observar como hay un predominio del genero Prevotella, Blautia,
Faecalibacterium y Succinivibrio, este ultimo sobretodo en el grupo de Esteatosis y algunos
pacientes del Grupo de Esteatosis mas Fibrosis, Figura 21 a) en el total y b) cuando se ordenan

dependiendo el grupo.
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Figura 21. Abundancia relativa a nivel de filo y género de la microbiota intestinal de pacientes con la poblacion total y
los diferentes grupos analizados. a) Abundancia relativa de las muestras analizadas a nivel género. b) Abundancia relativa
de las muestras analizadas a nivel género por grupo. ¢) Abundancia relativa de las muestras analizadas a nivel filo por grupo.
b) Abundancia relativa de las muestras analizadas a nivel filo por grupo.

Se construyd un core microbiano para cada grupo, que se representd mediante un
heatmap a nivel género; dichos core se muestran en la Figura 22. En el grupo
Control, los géneros Blautia, Ruminicoccus y Dorea fueron los mas caracteristicos.
En el grupo con Fibrosis predomind Ruminicoccus, Faecalibacterium, Coprococcus

y Blautia; en el grupo con Esteatosis se encontré principalmente Blautia,
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Figura 22. Heatmaps del core microbiano a nivel género para cada grupo. Se representan cuatro heatmaps
a nivel de genero para cada grupo. La gama de color va de morado intenso, pasando por verde y terminando en
una tonalidad amarilla, siendo el morado intenso un indicativo de mayor abundancia relativa (eje de las X) y a
medida que se difumina hacia el tono amarillo se pierde la abundancia del genero bacteriano en particular (eje
delasY).

Abundancia Relativa (%)

En el diagrama Krona cada uno de los circulos representan los diferentes niveles de

clasificacion taxdnomicos: reino, phylum, clase, orden, familia, género y especie, los

cuales se representan de adentro hacia fuera, respectivamente. Adicionalmente, el

tamafio de cada sector representa la abundancia relativa en porcentaje. Asi, en el

Diagrama de Krona de la Figura 23 se presenta la composicion microbiana de los

grupos analizados en diversos niveles filogenéticos. Resalta que, en el grupo de

PVVIH como grupo Control (color aqua) hay un predominio de Prevotella (6%),

genero que tambien predomino de manera importante en el grupo de Estatosis

(color ladrillo) con un 11%, seguido de Blautia en un 3% asi como Succinivibrio y

Faecalibacterium en un 2%. El grupo de Fibrosis se observa una mayor abundancia
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de Firmicutes y esta presente Prevotella en un 4% seguido de Blautia 2% y
Lactobacillares en un 1%; finalmente en el grupo de Esteatosis + Fibrosis (color
verde) hay una mayor abundancia de Blautia (5%), Prevotella (4%) y Succinivibrio
(2%), Figura 23.

Figura 23. Diagrama de Krona de la composicion microbiana en los
diferentes grupos de estudio. Los circulos representan los diferentes niveles
de clasificacion taxénomicos: reino, phylum, clase, orden, familia, genero y
especie, los cuales se representan de adentro hacia fuera, respectivamente.
Adicionalmente, el tamafio de cada sector representa la abundancia relativa en
porcentaje para cada uno de los grupos de estudio. En color verde se representa
el grupo Esteatosis + Fibrosis, el color aqua representa el grupo de PVVIH o
Control, el color morado representa el grupo de Fibrosis y finalmente, el color
ladrillo representa el grupo de Esteatosis.
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e Comparacion y clasificacion de la microbiota intestinal.
Se realiz6 también una comparacion entre los diferentes grupos de estudio y la
abundancia de enterotipos: Bacteroidetes, Firmicutes y Prevotella y se destacan los
siguientes puntos que a su vez se representan en la Figura 24. Cada uno de los
graficos representa uno de los 3 enterotipos, en cada graficos en el eje de las Y se
destacan los géneros que se estan correlacionando para cada enterotipo, y en el
eje de las X se representa la escala del Coeficiente de correlacién o bien la medida
o fuerza de la correlacion (del 0 hacia los negativos, indica una correlacion negativa
y es graficada en color azul, por otro lado del O hacia los positivos indica una
correlacion positiva que es graficada en color rojo). Adicionalmente, a la derecha de
cada enterotipo se encuentran los cuatro grupos de estudio en donde puede
observarse que para cada uno de los generos representados en el eje de las Y se
les asigna un cuadro de color el cual indica abundancia y va de un color azul intenso
(muy baja) a rojo (muy alta). De esta manera, cuando se observa un color rojo
intenso indica que ese genero que se esta correlacionando (positiva o
negativamente) con el enterotipo es muy abundante en ese grupo de manera
particular, y contrariamente cuando se observa un cuadro de color azul intenso en
un grupo, indica que ese genero bacteriano que se esta correlacionando (positiva o
negativamente) con el enterotipo es muy poco abundante en ese grupo de manera

particular.

o Bacteroidetes presentd una fuerte correlacion negativa con la abundante
presencia de Firmicutes en el grupo de Esteatosis (p= <0.0001).

o Firmicutes se relaciond negativamente con Bacteroidetes en el grupo
Esteatosis + Fibrosis (p= <0.0001) y con Proteobacteria en el grupo Control
(p=0.002).

o Prevotella se correlacioné positivamente (p= 0.009) con Lactococcus (p=
0.009), Megamonas y Mitsuokella, y negativamente con Blautia, siendo
caracteristico en el grupo Esteatosis + Fibrosis y, por el contrario, muy poco

abundante en el grupo esteatosis (p= <0.0001);
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o Bacteroides, Dorea, Rominococcus, Veillonella, Coprococcus, Clostridium,
Acidaminococcus, Akkermancia, Bifidobacterium, Lactobacillus vy
Faecalibacterium fueron los géneros corelacionados negativamente a

Prevotella.
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Figura 24. Patron presente de microbiota intestinal seglin enterotipo y grupo de pacientes
para Bacteroidetes, Firmicutes y Prevotella. Se representan los tres enterotipos y cada uno
de los generos (eje de las Y) con los que se existe una correlacion negativa es decir del 0 y
hacia los negativos (barras de color azul) o positiva del 0 y hacia los postitivos (barras de color
ladrillo). Al lado derecho de cada enterotipo se encuentran los cuatro grupos de estudio a los
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cuales se les asigna un cuadro de color para cada uno de los generos que se estan
correlacionando con el enterotipo. El color del cuadro indica abundancia, un color rojo indica
alta abundancia del genero que se esta correlacionando y un color azul intenso indica una baja
abundancia del genero que se correlaciona al enterotipo.

El andalisis MetagenomaSeq esta disefiado para determinar caracteristicas (como
las OTUs) que son diferencialmente abundantes entre dos o mas grupos de
multiples muestras. Asi mediante el andlisis Metagenomeseq, se buscd una
correlaciéon funcional de la abundancia relativa de género y filo entre grupos. Al
realizar la prueba de comparacion entre los grupos a nivel filo no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. 17 géneros bacterianos se observaron
de manera diferenciada entre los grupos de estudio, los cuales se representan en
la Figura 24 en donde también se destacan los diferentes valores de p obtenidos.
En este analisis se corrobora el papel importante que desempefian los géneros
Anaerovibrio, Lactococcus, Veillonella y Parabacteroides descritos en el analisis

anterior, Figura 25.
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Figura 25. Anélisis estadistico Metagenomaseq para la asociacion de la comunidad
microbiana en los diferentes grupos. Mediante el andlisis Metagenomeseq, se buscd una
correlacion funcional de la abundancia relativa de género y filo entre grupos. A nivel de género, 17
géneros bacterianos que son representados graficamente se observaron de manera diferenciada en
los grupos de estudio, para cada uno de ellos se representa en valor de p obtenido.

Mediante el analisis de correlacion, se buscaron aquellos géneros y/o filos

caracteristicos de cada grupo y sus posibles correlaciones. En este tipo de analisis
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las lineas de color rojo indican una correlacion positiva en tanto que las azules una
correlacion negativa, el grosor de la linea indica una mayor fuerza de correlacion, y
sobre las lineas se indica el valor de la correlaciéon. En la comparacién de los grupos
de PVVIH como grupo Control (color verde) vs. Esteatosis + Fibrosis (color rojo), se
encontré abundancia de Blautia y Prevotella en ambos grupos, con una correlacion
negativa entre Blautia y Prevotella, y positiva con Phascolactobacterium,
correlaciones que se repiten al analizar grupo Esteatosis vs. Esteatosis + Fibrosis.
Finalmente al comparar el grupo de Fibrosis vs. Fibrosis + Esteatosis se observan
correlaciones positivas entre Faecalibacterium con Dorea, Prevotella con
Megamonas y una interesante red de correlaciones positivas entre los generos

Ruminococcus, Lachnospira y Bacteroides, Figura 26.
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Figura 26. Redes de correlacion de condicion mas relevantes presentes entre los diferentes grupos. En las
graficas de la derecha se representa el recuento logaritmico de los géneros bacterianos en el grupo Control (color
verde) y el grupo de Esteatosis + Fibrosis (color naranja-rojo). En las redes de correlacion las lineas de color rojo
indican una correlacion positiva en tanto que las azules una correlacion negativa, el grosor de la linea indica una
mayor fuerza de correlacion, y sobre las lineas se indica el valor de la correlacion.
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Finalmente, en el intento de identificar posibles taxones como biomarcadores para
las PVVIH y/o su tratamiento, se realizé un analisis de “bosque aleatorios”, (del
inglés “random forests”) que realiza combinaciones aleatorias entre los mismos
taxones no correlacionados y posteriormente los promedia. En la parte superior de
la Figura 27 se representa a nivel Filo y la parte inferior género. En la izquierda de
la figura se representan los grupos de estudio, al centro se considera la clasificacion
de grados ARFIly a la derecha el riesgo cardiovascular. En cada gréafico en el eje de
las Y se encuentran los filos o géneros respectivamente. En el eje de las x se
representa la escala numérica de correlacion y a la derecha de cada grafico los
diferentes grupos de estudio, la clasificacion de grados ARFI o bien el riesgo
cardiovascular. Si los Filos o los géneros estan mas hacia la izquierda se considera
un mejor biomarcador, asi en la Figura 27, se esquematizan los resultados

obtenidos méas prometedores como biomarcadores.
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Figura 27. Taxones como bhiomarcadores candidatos para grupos. Mediante un analisis de
“bosque aleatorios” o del inglés: “random forests”) el cual realiza un promedio de combinaciones
aleatorias entre los mismos taxones no correlacionados. Se visualizan los resultados obtenidos més
prometedores como biomarcadores a nivel de Filo y Género, considerando también los grados ARFI
y Esteatosis.
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o A nivel de Filo Bacteroidia fue caracteristico del grupo Esteatosis, mientras
gue Coriobacteriia es propio del grupo con fibrosis, en tanto que a nivel de
género Agatobacter fue caracteristico de Fibrosis + Esteatosis.

o Considerando la clasificacion por grados ARFI, a nivel de Filo
Desulfobacterota y a nivel de género Intestinibacter podrian fungir como
biomarcadores para aquellos pacientes con grados de fibrosis F3.

o Parariesgo cardiovascular, el filo Elusimicrobia y a nivel género, Megamonas
asi como Family_Xlll_UCG_001 se catalogarén como biomarcadores muy

diferenciados en el riesgo moderado.

Con base en los resultados obtenidos derivados de la totalidad de las variables
evaluadas, se observo que el grupo de Fibrosis presenta valores que le destacan
estadisticamente de los otros grupos evaluados, de manera que este grupo queda
definido por un predominio de Prevotella en el Phylum de Bacteroidetes, asi como
un incremento en la abundancia de Firmicutes. Aunado a esto, las variables

sistémicas que caracterizaron a este grupo son IL-6, IL-18, Ox-LDL y Dimero D.
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XXIV. DISCUSION.

La prevalencia de NAFLD en nuestra poblacion de estudio, definida como la
presencia de esteatosis por ultrasonido con o sin fibrosis, fue de 50.84%. Estudios
previos han demostrado una elevada prevalencia de NAFLD en PVVIH en
comparacién con la poblacion no infectada, sin embargo, los porcentajes son
variables de acuerdo a la localizacion geogréfica y la tecnica de diagnéstico
utilizada. Maurice & cols. (2017) realizarén una revision sistematica y metaanalisis,
y reportaron una prevalencia de NAFLD en PVVIH del 35.32%, al realizar el
diagndstico por estudio de imagen. Sin embargo, posterior a un subandlisis con la
confirmacion histoldgica, la prevalencia aumenté hasta 41.7% (25).

En el estudio aqui presentado, todos las PVVIH fueron diagnosticadas con Sindome
Metabolico (MS) para su inclusion, y la presencia o ausencia de esteatosis se definio
por USG, con un total de 60 pacientes con hallazgo positivo. Sin embargo, existe la
limitante del estudio diagndstico utilizado, ya que aunque el USG hepatico es el
método mas accesible, econémico y sencillo, su sensibilidad puede variar de
acuerdo al grado de esteatosis, alcanzando hasta un 90% cuando la esteatosis es
mayor al 20% (44).

La mayoria de los pacientes con NAFLD tienen esteatosis, sin embargo algunos
progresan a fibrosis, por lo que identificar a este grupo es vital ya que estos
pacientes son quienes tienen peor prondstico y evolucion de la enfermedad (45). A
través de ARFI, se estimo el grado de fibrosis, encontrando 21 pacientes con fibrosis
y esteatosis y 13 PVVIH con algun grado de fibrosis pero sin presencia de
esteatosis. El grupo de Pelusi & cols. (2019), describe la prevalencia y factores de
riesgo para el desarrollo de fibrosis significativa (grados F3-F4) en ausencia de
esteatosis, concluyendo que este hallazgo es mas frecuente de lo estimado y que
se encuentra muy asociado a la presencia del polimorfismo (1148M) en el gen
PNPLAS el cual codifica para la lipasa Adiponutrina, la cual permite la hidrolisis de
trigliceridos o acilgliceroles en los adipocitos; condicion genética que podria explicar
la presencia de fibrosis sin esteatosis en nuestro grupo (46). En el estudio de Pelusi
y cols., se describe tambien que al menos un tercio de los pacientes con fibrosis

severa no tiene esteatosis y es mas prevalente en la poblacion con obesidad
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morbida, ya que se encuentra intimamente ligada a la presencia de resistencia a la
insulina (46). En la poblacion con fibrosis aqui presentada, solo el 15.38% se
encontraba en obesidad y el 38.45% en fibrosis significativa.

Se presentaron diferencias significativas en el IMC (siendo méas elevado personas
con esteatosis y fibrosis, seguido por el grupo de esteatosis); asi como la
circunferencia de cadera y cintura. Se ha descrito que el IMC es un factor asociado
al desarrollo de enfermedad hepatica y a la severidad de la misma. EI IMC, asi como
las circunferencias de cintura y cadera, se consideran predictores independientes
de riesgo cardiometabdlico en PVVIH bajo TARYV, asi como de riesgo a ECV y DM2
en poblacion general (47,48). Ademas respecto al IMC, se ha descrito que el ICC
se considera un mejor predictor en el desarrollo de enfermedad hepéatica severa y
de mayor utilidad clinica en el diagnostico de NAFLD (49,50).

En un contexto de NAFLD, el IMC y la CC han sido asociados a IR, MS y hallazgos
histélogicos de esteatohepatitis y fibrosis (51).

Interesantemente, en PVVIH el ICC se asocio positivamente con el dimero D y la
CC con el sCD36. Ademas, en PVVIH y aquellas con Esteatosis, el IMC se asocio
también con el sSCD36 y con el dimero D. En este sentido, y de acuerdo con nuestros
resultados, se ha reportado que el IMC guarda relacion con el sCD36, valores
elevados de ALT y la adiposidad visceral en pacientes con NAFLD (52). Las
correlaciones positivas observadas con marcadores de activacion vascular como el
dimero D y el sCD36 son de relevancia clinica ya que en PVVIH el dimero D, se
considera un fuerte predictor de mortalidad, conclusion contundente derivada de
ensayos clinicos multicéntricos con un nimero importante de participantes como el
estudio SMART, ESPIRIT y el SILCATT(53). Ademas, en NAFLD se han descrito
diversos desordenes de coagulacién en los cuales, el dimero D es uno de los
marcadores comunmente implicados y relacionado a un riesgo incrementado de
CVD, una de las principales causas de muerte en pacientes con NAFLD (54). Por
otro lado, el sCD36 en condiciones patoldgicas incluidas la infeccion por VIH y
NAFLD, se considera una molécula proaterogénica involucrada en eventos
fisiolégicos como hiperlipidemia, lipogenesis de novo, IR, MS y esteatosis hepatica

(42,55-57) Asi, evaluaciones antropométricas faciles de realizar, no invasivas, y sin
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costo nos permiten evaluar la obesidad central y alertan al clinico en el sentido de
un mayor riesgo al desarrollo de NAFLD, presencia de esteatosis, IR, DM2 asi como
un mayor riesgo a enfermedad aterosclerética y CVD.

Al analizar las caracteristicas clinicas de la infeciébn por VIH, se presento una
diferencia significativa de manera puntual solo al comparar el grupo control de
PVVIH vs. el grupo de PVVIH y Esteatosis presentadno este ultimo grupo el menor
Nadir (111 cels/uL). Se ha reportado que un Nadir menor a 350 céls/uL se asocia al
desarrollo de esteatosis (14). Ademas, en la revisién de Bischoff & cols. (2021),
describen la asociacion directa entre un Nadir de CD4* inferior a 200 cél/uL y la
progresion a esteatosis de novo en PVVIH (14). En general un bajo Nadir, se ha
asociado a un mayor riesgo de anormalidades lipidicas e hipertension (58),
disfuncion endotelial (59), asi como a la prediccion de un evento disbiotico que
conlleva a una inflamacion sistémica, progresion de la enfermedad y desarrollo de
patologias como NAFLD y sus complicaciones.

Al analizar los resultados de los laboratoriales generales se destacaron algunos
parametros clinicos en un contexto de VIH-NAFLD. En este sentido, se presentd
una diferencia significativa en el conteo periferico de Leucocitos, Neutrofilos Totales
asi como de Linfocitos, siendo estos ultimos, mas elevados en el grupo de PVVIH
con Esteatosis y Fibrosis. Los neutrofilos, infiltran al tejido hepatico en situaciones
patologicas. La esteatohepatitis no alcohdlica, se caracteriza por infiltracion de
neutroéfilos y regulaciéon positiva de quimiocinas reguladoras de neutrofilos como la
IL-8 y la CXCL1.

En la poblacién que vive con VIH, la inflamacion de bajo grado (aun en quienes se
encuentran en supresion viroldgica), la translocacién bacteriana intestinal y el
proceso disbhidtico se han asociado a los mecanismos patogénicos de NAFLD. El
estado inflamatorio es una constante en la progresion de NAFLD, y se caracteriza
por la activacion de células hepaticas, el reclutamiento de células inflamatorias
circulantes y la regulacion positiva de mediadores inflamatorios (60,61). En este
sentido, se encontraron diferencias significativas respecto a la IL-6 e IL-18 al
comparar los cuatro grupos de estudio, siendo mas elevadas las concentraciones

en el grupo de fibrosis. Adicionalmente, la IL-8 tiene una elevacién significativa en
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el grupo control de PVVIH, y al ser la citocina quimioatrayente de los neutrofilos por
excelencia y con el reconocimiento de la participacion de los neutréfilos en la
progresion de fibrosis hepdtica, ya que junto con las células estelares hepaticas
(activadas por IL-17), promueven la liberacion de factor transformante beta (TGF-
B), resulta en depodsito de colageno tipo | y eventual desarrollo de fibrosis (62).
Adicionalmente, en el grupo control, la IL-18 mostro una correlacion positiva con la
IL-6, ambas citocinas, consideradas inflamatorias y profibrogenicas por lo que su
trabajo sinérgico puede ser relevante en la progresion de fibrosis.

La IL-18 fue una de las citocinas de mayor relevancia en nuestro estudio, la
concentracion mas elevada se encontré en el grupo con fibrosis, mismo que
presentd el nadir de linfocitos T CD4* mas bajo, esta correlacion negativa fue
reportada en el estudio desarrollado por Veenhuis & col. (2017) (63).
Recientemente, el rol del inflamasoma se ha relacionado a la progresiéon de NAFLD
al modular la respuesta inflamatoria, ya que los componentes del inflamasoma se
requieren para el desarrollo de fibrosis con la produccion de IL-1( e IL-18, las cuales
participan en el establecimiento de un ambiente proinflamatorio y profibrético (64).

Por otro lado, la IL-18 se ha considerado un determinante sérico para poder definir
la presencia o ausencia de esteatosis, y ademas, se correlaciona con los niveles de
ALT, AST, GGT, Trigliceridos y hs-CRP (65). Sin embargo, otros estudios han
reportado que la IL-18 podria no estar involucrada en la patogenesis de NASH o
sindrome metabdlico en ausencia de factores de riesgo (obesidad morbida, DM2 e
hipertension) (66). Interesantemente, en nuestro trabajo encontramos una
correlacion positiva de IL-18 con la hs-CRP y con la ALT en el grupo con fibrosis y
en el grupo control; correlaciones que evidentemente inican la presencia de
inflamacion y dafio hepético en estos pacientes.

Los eventos celulares que caracterizan a NAFLD (IR, el exceso de acidos grasos
intracelulares, el estrés oxidativo, la disfunciébn mitocondrial), colaboran para
asentar un proceso inflamatorio local y sistemico que conlleva a la liberacion de
mediadores como la IL-6, citocina relacionada con el desarrollo de IR, estrés
oxidativo, inflamacion hepatica, necrosis celular, apoptosis y fibrosis (60). En

higado, IL-6 aumenta la concentracion de reactantes de fase aguda como la PCR
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favoreciendo el mecanismo de dafio hepatico. En la infeccion por VIH la PCR se ha
considerado un marcador de progresién y es asociada con el mecanismo de
traslocacion bacteriana y activacion inmune. En PVVIH concentraciones de 3.3
mg/dL se han asociado al riesgo, de hasta 8 veces mas, de padecer CVD, sin
embargo esta relacion no es contundente, ya que existen estudios que no han
encontrado dicha asociacion (67). Se han demostrado que niveles elevados de PCR
son un fuerte predictor de NAFLD por lo que se ha postulado como un marcador no
invasivo que denota la presencia de la enfermedad (68). En este sentido las
concentraciones en nuestros grupos con esteatosis o fibrosis presentaron niveles
significativamente elevados con rangos desde 2.9 mg/dL y hasta 8.36 mg/dL. Los
niveles de PCR se han correlacionado con el grado de fibrosis hepatica, en tanto
gue esa concentracion es menor con grados leves de fibrosis, sin embargo, hay
estudios que argumentan resultados variables, en los que los niveles de PCR no se
consideran un buen predictor de fibrosis severa (69,70). En este sentido, lo mas
recomendable es considerar diversos biomarcadores que en conjunto nos puedan
predecir la progresion de la enfermedad y nos ayuden a definir los eventos celulares
y de dafio tisular en los diferentes espectros de la enfermedad (71). Considerando
el punto de corte de 3.3 mg/dL como un valor de riesgo, resulta evidente la
necesidad de un manejo clinico integral y de presicion a estos pacientes con la
finalidad de evitar la progresion de una CVD.

La ALT, AST y la GGT son enzimas hepéticas Utiles para evaluar la funcionalidad
hepatica y son consideradas marcadores subrrogados de dafio hepatico. Diversos
estudios han demostrado su elevacion en PVVIH, derivado del uso crénico del
TARV, en correlacion con la carga viral y ademas en presencia de NASH (72,73).
En NAFLD, las elevaciones de ALT han sido bien documentadas, sin embargo, un
porcentaje del 40 al 79% de personas con NAFLD tienden a mostrar niveles
normales de ALT, condicién que se observa en algunos de nuestros pacientes en
guienes existe una condicién de esteatosis y fibrosis bien definida (74). En este
sentido, concentraciones normales (por debajo de las 35 UI/L) o elevadas se han
considerado de riesgo al desarrrollo de NAFLD de hasta 2.7 veces (75,76). Se ha

propuesto un punto de corte al riesgo de NAFLD de entre 19 UI/L y 30 UI/L para
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mujeres y hombres respectivamente, sin embargo, 40 UI/L es el punto de corte mas
utilizado en el &rea clinica (75). Concentraciones de ALT>40 Ul/mL como un factor
de riesgo a NAFLD, es consistente con nuestros resultados, ya que en el grupo de
Esteatosis asi como en el de Esteatosis mas Fibrosis, cuando solo se consideran
aquellas personas con Esteatosis Severa, la mediana de ALT es de 46 UI/L
correlacionando este valor, evidentemente con el grado de severidad de esteatosis.
Adicionalmente, el radio AST/ALT se considera un indice independiente para
predecir la presencia de fibrosis hepatica y forma parte de diferentes paneles como
el NAFLD Fibrosis Score, ScoreBARD, entre otros (75). Se ha propuesto un radio
AST/ALT con un punto de corte de 0.87, como un valor de prediccion a fibrosis
severa y/o cirrosis (77), en este sentido, el grupo de Fibrosis de nuestro estudio
tiene un radio de 0.93, por lo que esta relacion y punto de corte se pueden
considerar de valor pronostico en nuestra poblacion.

En relacion a la GGT en PVVIH, esta enzima ha sido asociada con enfermedades
cardiometabdlicas y CVD (78). Un estudio previo de nuestro grupo de trabajo,
demostré que las concentraciones de GGT se asocian con la Rigidez Arterial
(VOPCcf), considerado un marcador predictivo bien establecido de morbimortalidad
en CVD (79). En un contexto de NAFLD, se ha documentado que niveles elevados
de GGT son predictores de dafio hepatico y fibrosis avanzada con un punto de corte
de 96.5 UI/L (80). Ademas, la GGT se correlaciona positivamente con los valores
de la Escala de Framingham (81), y en un escenario de NAFLD tambien se asocia
con el indice HOMA-IR (82). Con base en nuestros resultados, se observa una
diferencia significativa en los niveles de GGT, y se observé ademas que las
concentraciones mas elevadas se presentan en los grupos de Esteatosis y
Esteatosis mas Fibrosis con valores de 40 IU/L y 46 IU/L; respectivamente, lo que
nos indica un riesgo elevado de CVD y eventos cardiovasculares fatales.
Interesantemente, observamos que las concentraciones de GGT guardan una
correlacién positiva con la Escala de Framinghan y con el indice HOMA-IR,
documentandose para este Ultimo indice, un punto de corte 23.0 (aunado a otros

pardmetros) un alcance de sensibilidad del 94% y una especificidad del 74% para
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predecir el diagnostico de NASH (27). De relevancia clinica, valores de HOMA-IR
>3.0 se presentaron en personas con Esteatosis de severidad o USG grado 2 y 3.
NAFLD es una enfermedad asociada con una diversidad de comorbilidades
extrahepaticas y que guarda relacién con morbi mortalidad cardiovascular. Ha sido
documentado que, en personas con enfermedad hepéatica de cualquier etiologia son
comunes ciertos desordenes de coagulacion (83). Aunado a esto, la infeccién por
VIH se relaciona a una disfuncion endotelial, dafio y alteracion en la sintesis
hepética de proteinas relacionadas a la coagulacién como fibrinbgeno, trombina y
los factores V, VII, IX y X. Finalmente, la modificacion postraduccional de los
factores de la coagulacion también tiene lugar en los hepatocitos, por lo que, en el
contexto de lesion y enfermedad hepatica, su funcion puede cambiar cuantitativa y
cualitativamente (83). En nuestros grupos de estudio se demostré una diferencia
significativa en relacién a las concentraciones séricas de fibrindgeno, el cual, a
pesar de no mostrar valores fuera del rango de referencia, se encuentra en mayor
concentracion en PVVIH con esteatosis y fibrosis (434.5 mg/dL), y en el grupo de
esteatosis y fibrosis tras considerar solo a los participantes con fibrosis severa (F4)
(454 mg/dL), concentraciones que resultan significativamente elevadas respecto al
grupo control de PVVIH (405.5 mg/dL). En el contexto de infeccion por VIH, han sido
reportados niveles elevados de fibrindgeno asociados al TARV sobre todo al uso de
IP, donde también generan un incremento en la adiposidad y depdésitos regionales
de grasa (84) y moléculas como el dimero D.

Los resultados de nuestro estudio nos indican que los participantes de todos los
grupos tienen concentraciones de dimero D dentro del rango de normalidad y no se
observan diferencias significativas al comparar los 4 grupos. Sin embargo la
concentracion mas elevada la observamos en el grupo de fibrosis (213.4 ng/mL) e
interesantemente, cuando se realiza un sub-andlisis considerando el grupo de
esteatosis mas fibrosis incluyendo solo aquellos con fibrosis severa (F4), se observa
un aumento significativo respecto al grupo control (152.7 ng/mL vs. 221.6 ng/mL;
p=0.03); lo que indica, que el dimero D esta jugando un papel importante en el
proceso fibrético y nos habla ademas de pacientes que eventualmente podrian

desarrollar eventos tromboticos. Es de relevancia clinica mencionar que el estudio
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Strategies for the Management of Antiretroviral Therapy (SMART) informé6 que el
nivel plasmatico de dimero D, es el mejor predictor de morbilidad y eventos
trombaticos en PVVIH, y se ha correlacionado también con disfuncion endotelial,
translocacion bacteriana y la carga viral (85)

Al realizar las correlaciones entre las variables de interés, los niveles de dimero D
tuvieron correlaciones positivas con el ICC (r=0.36 p=0.012) en el grupo control, y
con el IMC (r=0.43 p=0.006), y la PCR (r=0.37 p=0.025) en el grupo de esteatosis.
En este sentido, las correlaciones del dimero D con las medidas antropométricas
como el ICC, el IMC son sugerentes de un incremento al riesgo de CVD; destacando
ademas, la importante contribucion de la adiposidad abdominal en el desarrollo de
desordenes de la coagulaciéon e incremento al riesgo de eventos cardiovasculares
relacionados a la infeccién por VIH y NAFLD (86,87). La correlacién con la PCR
ademas de enfatizar una tendencia a eventos tromboticos y riesgo a CVD, refleja la
severidad de la inflamacién y dafio hepatico en PVVIH y esteatosis (88,89).

El estrés oxidativo se manifiesta a través de la generacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo que resulta en la oxidacion de particulas como el
LDL, dando lugar a Ox-LDL, forma lipidica asociada al desarrollo de aterosclerosis
y CVD. En PVVIH se han reportado niveles elevados de Ox-LDL a nivel séricoy a
nivel de expresion proteica en monocitos, células en las cuales se correlaciona con
la expresién de marcadores de activacion. Interesantemente, se ha documentado
gue la estimulacioén in vitro con Ox-LDL pero no con LDL resulta en la expansion de
monocitos inflamatorios (90), y con una elevada secreciébn de citocinas del
inflamasoma como la IL-1B e IL-8, eventos asociados a IR en PVVIH (91).

En un estudio con tejido hepatico derivado de personas con NAFLD, se observo una
acumulacién de Ox-LDL y colesterol en la pared de la vena porta, lo que se asoci6
a la formacion de placa aterosclerética, deformacién del endotelio e inflamacion de
la vena porta; evento inflamatorio que se caracteriza por la presencia de células de
Kuppfer e IL-1 (41). Por otro lado, en un modelo murino de intervencion, se
alimento a ratones con una dieta alta en grasa y suplementada con Ox-LDL tras lo
cual, fue evidente el desarrollo NASH, remarcando el papel importante de esta

molécula en su patogénesis (92). En nuestro estudio fue evidente y significativa la
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correlacién del Ox-LDL con la severidad del grado de esteatosis. Ademas, es
relevante destacar la correlacion positiva que se observa con el dimero D en el
grupo Control de PVVIH y con la PCR en el grupo de Esteatosis, siendo el dimero
D y la PCR, moléculas que juegan un papel fundamental en el desarrollo y
progresion de eventos cardiovasculares y son consideradas predictores
independientes de mortalidad en PVVIH. Finalmente, una correlacion interesante en
el grupo de esteatosis es la que guarda el Ox-LDL con la HbAlc (r= 0.41 p=0.027),
correlacién que ha sido previamente reportada en personas no diabéticas con mayor
riesgo de desarrollar DM o CVD (93). En personas diabéticas, ademas se observo
una elevada tendencia del LDL a llevar a cabo peroxidacion lipidica contribuyendo
a un incremento en los niveles de HbAlc, por lo que la glicacion de la hemoglobina
contribuye a enfermedades vasculares (94).

Ox-LDL se une a receptores “scavenger o basureros” como el CD36 (95), una
proteina transmembrana altamente glucosilada. CD36 también es denominada
translocasa de acidos grasos (FAT, por sus siglas en inglés), y es un receptor
scavenger multifuncional presente en diversos tipos celulares aunque también se
ha identificado una forma soluble (sCD36) y sus niveles guardan relacion con su
expresion a nivel tisular, de manera que es una molécula involucrada en el papel
gue juegan los monocitos/macrofagos y adipocitos en MS, IR, DM2, obesidad y
aterosclerosis. Derivado de nuestros resultados, no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones séricas del sCD36, sin embargo, las
concentraciones que se observan en todos los grupos son elevadas respecto a lo
gue se ha reportado en personas sanas de poblacién mexicana: 32.3 ng/mL en
promedio (96); en seste sentido, la concentracion mas baja se observa en el grupo
de fibrosis con 47.76 ng/mL; llegando a cuadruplicarse las concentraciones en los
demas grupos respecto a la concentracion en personas sanas.

En condiciones fisiologicas, la expresion de CD36 en los hepatocitos es baja, sin
embargo es inducible en respuesta a la sobrecarga lipidica en un evento de
esteatosis o0 bajo los efectos del Factor Inducible de Hipoxia (HIF) (55). En presencia
de insulina a nivel hepatico, el CD36 es activado y adquiere la capacidad de inducir

lipogénesis de novo (56). En NAFLD, los niveles circulantes de sCD36 se han
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reportado elevados y se correlacionan con el grado histolégico de esteatosis
hepética (las concentraciones mas elevadas en nuestro estudio se observaron en
esteatosis avanzada, grado 2 y 3) lo que guarda una relacion directa con la funcién
bien descrita para el sCD36 en funcion de incrementar el consumo hepatico de
acilglicéridos lo que contribuye a la progresion a NASH (42,55). En NAFLD, también
se ha descrito que su expresion guarda relacion con el indice de grasa hepatica y
con otros marcadores de dafio hepatico como AST, ALT o GGT en personas con
tolerancia alterada de glucosa, DM2, con el IMC y grado de adipocidad visceral (55)
(52). Las evidencias anteriores, podrian direccionarse a considerar el sCD36 como
un potencial biomarcador no invasivo, de valor prondstico y respuesta a tratamiento
de la severidad de esteatosis (55).

Entre las funciones del sCD36, se ha descrito regulacion de la autofagia y la
secrecion de moléculas como el VLDL, lipoproteina que presento una diferencia
significativa presentandose los niveles mas elevados en personas con Esteatosis y
Esteatosis mas Fibrosis. La infeccién por VIH y el uso cronico del TARV son
asociados con una desrregulacion en la distribucién de grasa coorporal lo que se
reconoce como lipodistrofia, dislipidemia, IR y DM2 (16). Ademas en esta condicion,
una disminucion del colesterol HDL, asi como de la apolipoproteina apo-Al vy el
incremento en los niveles de trigliceridos se han postulado como marcadores de
progresion de la enfermedad (97). Por otro lado, la acumulacion de lipidos en higado
es uno de los principales sellos de NAFLD. Las anormalidades en el metabolismo
de las lipoproteinas, acompafiado de un evento inflamatorio crénico, parecen ser
las vias centrales para el desarrollo de NAFLD y CVD (98).

En relacion al perfil lipidico evaluado en los participantes del estudio, es evidente en
todos los grupos, una alteracion en el metabolismo lipidico, desde que presentan
niveles bajos de HDL, cursan con hipertrigliceridemia y niveles elevados de
colesterol LDL. Se ha descrito que en NAFLD, la acumulacion de grasa hepatica es
resultado de diversos fenomenos como: una mayor liberacién acidos grasos libres
al higado, un aumento en la lipogénesis de novo (resultado de la sobrerregulacion
genética en respuesta a la hiperinsulinemia) y disminucién de la exportacion de

triglicéridos a través del VLDL, asi como de la reduccion de la beta-oxidacion de los
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acidos grasos. Los pacientes con NAFLD tienen IR, lo que induce un aumento de la
lipdlisis del tejido adiposo y liberacién de acidos grasos que son entregados al
higado, contribuyendo evidentemente a la presencia de esteatosis, aumentando el
almacenamiento de trigliceridos y en consecuencia un aumento en la peroxidacién
lipidica y produccion de citocinas pro-inflamatorias (28). La secrecion del VLDL no
solo depende de la disponibilidad de trigliceridos a nivel hepético, si no tambien de
la capacidad celular para el ensamblaje de esta lipoproteina, mecanismo en el cual
la insulina es clave ya que regula negativamente este proceso. Particularmente,
NAFLD es caracterizado por una sobreproduccion de VLDL lo que evidentemente
refleja actividad de la lipogénesis de novo y lipolisis intrahepética e intraabdominal
ya que la insulina actua sobre la Lipasa Sensible a Hormonas (LSH) favoreciendo
el proceso. En esta condicion, la disponibilidad lipidica para el ensamble del VLDL
se aumenta y se combina con la falla de la insulina para suprimir la formacion de las
particulas de VLDL. En consecuencia, los pacientes con NAFLD presentan
hipertrigliceridemia y a pesar de que este fenomeno refleja una salida activa de
trigliceridos hepéticos via VLDL, a nivel tisular se perpetua la concentracién de
trigliceridos a nivel hepatico (99).

En PVVIH, la alteracion en el metabolismo lipidico, su acumulacion hepatica y el
desbalance en el perfil de moléculas pro y anti-inflamatorias con efecto hepatico,
gue contribuyen al desarrollo de NAFLD y su progresion a NASH, es resultado de
la interaccion de diversos factores como la predisposicion genética, IR, la dieta, y la
disbiosis intestinal; este ultimo factor ha tomado relevancia en diversos estudios in
vivo e in vitro, se le ha reconocido su importante papel en la patogénesis de la
infeccion por VIH asi como en NAFLD (100). Con base en lo anterior, fue de nuestro
interés caracterizar la microbiota intestinal en nuestros diferentes grupos de estudio.
El primer objetivo fue evaluar la diversidad o riqueza microbiana en cada una de las
muestras evaluadas, por lo que a través del andlisis de alfa-diversidad se estimé la
riqueza de especies segun los indices de Shannon y Chaol los cuales indicaron
gue no hay diferencias significativas en la diversidad o riqueza de las especies
microbianas presentes en cada una de las muestras analizadas que conforman los

diferentes grupos. En cuanto a las diferencias en la composicién microbiana entre
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los diferentes grupos de estudio, se realizdé un analisis de beta-diversidad a través
de los indices de Bray Curtis, el indice cualitativo de Jaccard y la divergencia de
Jensen-Shannon. Nuestros resultados indicaron la presencia de 3 enterotipos o
géneros predominantes: Bacteroides en un 5%, Firmicutes en un 15%, y un
marcado predominio de Prevotella caracterizando al 80% de las muestras. El
aumento de Prevotella asociado a la disminucion del genero Bacteroides que se
observa en nuestro estudio, ha sido previamente reportado en un contexto de
infeccion por VIH en Hombres que tienen Sexo con Hombres (HSH). Ademas, en
PVVIH naive con infeccion cronica, también es un perfil reportado en pacientes con
enfermedad hepética cronica (101-103). En personas sin infeccion por VIH y con
NASH, se ha descrito una relacion invertida a nuestro estudio, es decir, elevada
abundancia de Bacteroides y baja abundancia de Prevotella (104).

Respecto al predominio de Prevotella, su abundancia se ha reportado en grupos
control de poblacion mexicana por lo que existe la posibilidad de que este género
sea caracteristico de nuestra poblacion, sin tener una relacion directa con la
presencia de VIH o con la preferencia sexual (105). El enterotipo Prevotella, es
caracterizado por la abundancia del género Prevotella, y su abundancia se relaciona
con dietas de bajo consumo de productos de origen animal y elevado consumo de
carbohidratos y fibra (106), en tanto que Bacteroides es asociado con un elevado
consumo de proteinas y grasa. Por otro lado, la abundancia de Prevotella se ha
asociado a estados inflamatorios crénicos, como enfermedades autoinmunes entre
ellas artritis reumatoide (107) y obesidad (108). Ademas, se ha demostrado su
correlacion positiva con el IMC y resistencia a la insulina (109,110). Prevotella copri,
se ha relacionado a un efecto inflamatorio, estudios in vitro, han demostrado su
capacidad para estimular la produccion de citocinas (IL-6, IL-23 e IL-17); ademas,
es una de las principales especies bacterianas asociadas a fibrosis avanzada en
NAFLD (111-113). En este sentido, en el analisis de abundancia de cada enterotipo
por grupo, fue evidente el predominio de Prevotella en el 81% de los casos con
esteatosis y en el 60% de los casos con esteatosis y fibrosis. De los 6 casos que
conformaron el grupo de fibrosis, 5 de ellos se clasificaron como Prevotella, y solo

1 como Bacteroides. Considerando la abundancia relativa, el género Bacteroides
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esta presente hasta en un 6% del grupo control, y en un 4% en los grupos de fibrosis
y esteatosis mas fibrosis.

Aunado al efecto inflamatorio que se atribuye a Prevotella copri y Bacteroides
vulgatus, estas especies microbianas se han correlacionado a IR y biosintesis de
BCAAs, metabolitos aumentados en personas con IR. Esta evidencia, se fortalece
con un estudio in vitro con ratones, en donde se demostré que P. copri tiene la
capacidad de inducir IR, agravando la intolerancia a la glucosa y aumentando los
niveles circulantes de BCAAs (110). En relacion a los BCAAs, en este estudio se
evaluaron unicamente en el grupo control de PVVIH y en el de PVVIH y esteatosis,
nuestros resultados indican que la valina, leucina e isoelucina se encuentran dentro
del rango de referencia del laboratorio. Sin embargo, de manera interesante al
comparar nuestros resultados con publicaciones previas de pacientes con NAFLD,
fibrosis con y sin obesidad, y presencia de NAFLD vy fibrosis (estudios en los cuales
se considero un grupo control de personas sanas), es evidente el aumento en los
niveles de los BCAAs en nuestros grupos de estudio. Asi, las concentraciones de
valina en PVVIH y PVVIH con esteatosis fueron de 234 y 170 umol/L,
respectivamente vs. 117 umol/L en personas sanas; en el caso de la isoleucina de
80y 54 umol/L vs. 56.2 umol/L en personas sanas; en el caso de la leucina de 160
y 120 umol/L vs. 102 en personas sanas (114,115). El mecanismo que da lugar al
aumento de BCAAs en NAFLD se desconoce, sin embargo, se hipotetiza que se
puede relacionar con un aumento en el catabolismo proteico, obesidad, IR o0 una
disminucion en el metabolismo tisular. EI aumento de BCAAs en NAFLD podria
indicar una disminucion en su catabolismo a nivel muscular, ya que los BCAAs son
metabolizados principalmente en mduasculo esquelético y riflones, en donde
reaccionan con el a-cetoglutarato y son convertidos a glutamina por transaminacion
(115). Se ha postulado, que la presencia de leucina e insulina resultan en una
hiperactivacion de factor mTORC-1, el cual induce la fosforilacion de residuos de
serina de los factores IRS-1 e IRS-2, lo que interfiere con la sefializacion y que da
lugar a un redireccionamiento del IRS-1 a degradacion proteosomal y en
consecuencia IR. Aunado a esto, se ha descrito que un metabolismo anormal de los

BCAAs en obesidad resulta en la acumulacién de metabolitos téxicos, dando lugar
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a disfuncidn y estrés mitocondrial, asociados a IR y DM2 (116). En este sentido, es
interesante remarcar que los grupos esteatosis y esteatosis mas fibrosis tienen una
mayor concentracion sérica de insulina y un indice HOMA-IR mas alto. En relacion
a la valina, en un modelo animal se ha reportado que una dieta rica en valina por
mucho tiempo aceler6 el desarrollo de NAFLD al promover la lipogénesis e inhibir
la oxidacion de acidos grasos, aumenté el estrés oxidativo, el estrés del RE y la
respuesta inflamatoria (117). La valina un aminoacido gluconeogénico que puede
entrar en ciclo de Krebs para la produccién de energia en forma de ATP cuando el
acetil-CoA escasea, razon por al cual en ciertas condiciones metabdlicas disminuye
su concentracion, adicionalmente se ha reportado que niveles bajos de valina se
relacionan al aumento en las concentraciones de insulina (118). Con base a lo
anterior, se reconocen en este punto dos limitaciones importantes en nuestro
estudio, la primera es la profundidad del analisis bioinformatico para describir la
microbiota intestinal hasta especie recordando que P. copri es importante en la
biosintesis de BCAAs y por otro lado, haber prescindido de la evaluacion de la
concentracion plasmatica de los BCAAs en cada uno de los grupos y de manera
individual, en el sentido de poder establecer conclusiones contundentes con
relacion a los niveles de insulina y otros parametros. Hasta ahora, solo podriamos
especular que en el caso particular del grupo de esteatosis, la abundancia del
enterotipo Prevotella (80%) podria guardar una relaciéon con el aumento en las
concentraciones plasmaticas de los BCAAs como valina y leucina.

Otro hallazgo importante de nuestro estudio es la presencia del enterotipo
Firmicutes en el 15% del andlisis de beta-diversidad, ademas mediante la prueba
PERMANOVA, la abundancia de Firmicutes fue de 90% de las muestras analizadas,
en tanto que el 10% quedo representado por Prevotella. Sin embargo, en el analisis
por grupos, el predominio del enterotipo Flrmicutes solo se encontré en el grupo
control de PVVIH (87%) respecto a Prevotella (13%). EI radio
Firmicutes/Bacteroidetes es un parametro importante al evaluar la microbiota
intestinal, ya que se ve afectado significativamente con el uso de antibidticos,
componentes de la dieta y situaciones patoldgicas. El incremento en la proporcion

de Firmicutes y disminucion de Bacteroidetes en PVVIH se ha reportado
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previamente como un marcador de disbiosis intestinal, evento caracterizado por una
disminucion en la riqueza, diversidad microbiana o alfa-diversidad, y es asociada a
la infeccion por VIH (35,119). Por otro lado, el aumento de Firmicutes es una de las
principales caracteristicas de la disbiosis intestinal asociada a obesidad (120,121).
El papel de la disbiosis intestinal en obesidad, se basa en la capacidad de la
microbiota intestinal (ciertos miembros del filo Firmicutes) de extraer energia de la
dieta, lo que se traduce en un aumento de masa grasa, ganancia de peso y
desarrollo de IR, eventos precedentes y caracteristicos de NAFLD (122). A los
efectos negativos de algunos miembros de Firmicutes se suman, un efecto
proinflamatorio al correlacionar la abundancia de este filo con las concentraciones
séricas de algunas citocinas como TNF-a, y la presencia de especies patogénicas
como Clostridium perfringers causante de infecciones gastrointestinales, frecuentes
en PVVIH (123).

Por otro lado, se ha reportado que diversos miembros del filo Firmicutes como
Faecalibacterium, Eubacterium, Roseburia, y Anaerostipes (este ultimo, presente
en el grupo de fibrosis, esteatosis y grupo control), tienen la capacidad de escindir
carbohidratos que no pueden ser digeridos enzimaticamente y en consecuencia, se
consideran buenos productores de metabolitos como acidos grasos de cadena corta
(SCFAs), principalmente butirato. El butirato, se considera una molécula
relacionada a la preservacion de un estado saludable ya que se ha documentado
gue incrementa la sensibilidad a la insulina, tienen un efecto anti-inflamatorio, regula
el metabolismo energético e incrementan la expresion de leptina (124).

La abundancia de Prevotella y disminucion de Bacteroides que observamos en
nuestro estudio, es uno de los principales enterotipos asociados a la infeccién por
VIH (125). Por otro lado, la presencia de Bacteroides se ha asociado de manera
independiente con la presencia de NASH (45). En nuestro estudio, observamos que
el filo Bacteroidetes forma parte de los 3 enterotipos presentes con solo el 5% de
representatividad derivado del andlisis de beta-diversidad. En tanto que, en el
andlisis por grupo, el genero Bacteroides representa el 10% en el grupo esteatosis
mas fibrosis, el 5% en el grupo esteatosis y solo un caso del grupo de fibrosis, sin

tener presencia en el grupo control de PVVIH. Los Bacteroidetes son productores
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de acetato y propionato. El propionato en coldn, estimula la liberacién de péptidos
como GLP-1y PYY, lo que resulta en la inhibicién del apetito. Ademas, al alcanzar
la circulacién portal, el propionato puede ser capturado por el higado y participar en
la gluconeogénesis hepatica y reduccion de la expresion de enzimas involucradas
en la sintesis de novo de acidos grasos y colesterol (124). Derivado del andlisis de
los SCFAs evaluados en heces de los participantes en este estudio, se observo un
aumento significativo en la concentracion de propionato en el grupo de esteatosis
en relacion al grupo control. En un estudio de intervencion, la suplementacion con
propionato no tuvo efectos en la reduccion del colesterol total sin embargo se
observé que induce un aumento en el nivel de colesterol HDL e interesantemente
también aumenta los niveles de trigliceridos. Este estudio tambien demuestra que
disminuye la concentracion sérica de la glucosa en ayuno y mejora la sensibilidad a
la insulina (126). Finalmente, tambien se ha sugerido que aunado a su efecto de
inhibir la lipogénesis de novo es capaz de inducir la sintesis de acidos grasos de
numero impar de atomos de carbono (127). En este sentido, la concentracion
elevada de propionato en el grupo de esteatosis puede reflejar un intento de
homeostasis en relacion a las condiciones metabdlicas caracteristicas de un evento
de esteatosis hepatica. En relacion al acetato, este también es capaz de alcanzar la
circulacion sistémica y organos periféricos como el tejido adiposo, musculo y SNC.
En el higado, el acetato estimula la sintesis hepatica de lipidos, contribuyendo a
dislipidemia; en SNC activa el sistema nervioso parasimpatico promoviendo la
secrecion de insulina y grelina, eventos que resultan en un aumento en el
almacenamiento de grasa y apetito que contribuye a obesidad, por lo que el acetato
es considerado el SCFAs mas obesogénico (124).

Considerando la abundancia relativa a nivel de filo, encontramos un predominio de
Firmicutes y Bacteroidetes, seguido por Proteobacteria. Preoteobacteria, en la
infeccion por VIH se ha sido asociado fuertemente a translocacion bacteriana y
presencia de productos bacterianos como LPS a nivel sistémico, evento que induce
una activacion inmune persistente e inflamacion cronica. En esta linea, pero en un
contexto de NAFLD, a Proteobacteria se le ha considerado un fuerte inductor de

NAFLD derivado del efecto endotoxémico que se le atribuye (128).
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A nivel de género, se marco la presencia de Prevotella, Blautia (presente en todos
los grupos), Faecallibacterium (presente en el grupo de fibrosis y esteatosis),
Ruminococcus (presente en todos los grupos) y Succinivibrio (presente en el grupo
de esteatosis y esteatosis mas fibrosis). La abundancia de miembros de la familia
Lachnospiraceae entre ellos los géneros Blautia y Dorea (este ultimo, presente en
el grupo control de PVVIH), en un contexto de VIH es contradictoria (129-131). En
estudios en donde se ha considerado relevante la abundancia de estos géneros, se
ha observado que Blautia esta enriquecido en aquellas PVVIH que reconstituyen
inmunologicamente (IR) versus aquellos que no logran reconstituir (INR), en tanto
gue la abundancia de Roseburia y Blautia se han asociado negativamente con el
Nadir de LT CD4* y asociado positivamente con células senescentes LT CD8*
CD57* (132). Por otro lado, el enriquecimiento de Blautia asi como de
Anaerostipes (este ultimo, presente en el grupo de Fibrosis y Esteatosis) se ha
reportado en pacientes naive, y se ha ligado a la activacion inmune celular en estos
pacientes. Interesantemente, en controladores de Elite, se ha demostrado la
deplecion de Blautiay Anaerostipes aunado a un aumento de géneros como
Succinivibrio, Sutterella, Rhizobium, Delftia, Anaerofilum y
Oscillospira (131,133,134).

En el contexto de NAFLD, también se ha reportado un enriquecimiento de miembros
de la familia Lachnospiraceae, cuya abundancia, se mantiene en pacientes con
NASH, condicién en la que también se evidencia un aumento de Dorea y
Rumminococcus, este ultimo, es abundante en enfermedad hepética con fibrosis
avanzada (135-137). Sin embargo, otros grupos de estudio han demostrado una
disminucion en la abundancia de las familias: Lachnospiraceae vy
Ruminococcaceae, con una marcada reduccion de los géneros Blautia vy
Faecalibacterium en pacientes con NAFLD (138). El género Blautia, figura como
una especie microbiana con el potencial de mejorar enfermedades relacionadas a
sindrome metabodlico, se ha documentado su poca abundancia en adultos
diabéticos y se asocia negativamente con la adipocidad visceral, al contrario de
Firmicutes con una fuerte asociacién positiva. Ademas, Blautia muestra un efecto

antiinflamatorio en nifios con peso saludable, y se asocia con el mantenimiento de
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un fenotipo metabolicamente saludable (139,140). Por otro lado, estos géneros son
considerados buenos productores de SCFAs, Blautia en particular, es capaz de
producir acetato y butirato (129,141).

El enterotipo Bacteroides se asocia con la presencia de NASH, en tanto que
Ruminococcus y Lactobacillus se asocian con la presencia de fibrosis moderada a
severa (F=2) (104). Ambos géneros presentes en el grupo de fibrosis y
Ruminococcus solo esta presente en pacientes con esteatosis mas fibrosis. Dentro
del genero Ruminococcus, hay especies relacionadas a un efecto benéfico como es
el caso de R. bromii, sin embargo, hay algunas especies como R. gnavus y R.
torques mas relacionadas a un efecto pro-inflamatorio (142). Los Ruminococcus
tienen la capacidad de fermentar carbohidratos complejos como celulosa, pectina 'y
son productores de acetato y propionato (104). Interesantemente, en un modelo de
suplementaciéon animal, se ha evidenciado que la abundancia de Ruminococcus se
relaciona al aumento de BCAAs, hiperinsulinemia y un estado inflamatorio
caracterizado por citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-18 e IL-4 y se ha reportado su
correlacién negativa con Faecalibacterium (132,143). Adicionalmente, especies del
género Ruminococcus asi como los Lactobacillus son capaces de producir alcohol,
el cual contribuye a cambios morfoldgicos y fisioldgicos de la barrera intestinal, que
se asocia con el deterioro de la permeabilidad intestinal e incremento en el pasaje
de endotoxinas del lumen intestinal hacia la circulacion portal, induciendo un
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo cual estimula la
inflamacion hepatica (144). Es importante mencionar, que aun en ausencia de la
ingesta de alcohol, estos géneros producen alcoholes de manera constante,
derivado de dietas ricas en azucares refinados, por o que se ha sugerido que la
produccion de alcohol en pacientes obesos, con una dieta rica en carbohidratos y
en pacientes con NASH, puede contribuir al desarrollo y progresion de la
enfermedad. Otro metabolito importante que puede ser toxico para el higado es la
trimetilamina N-6xido (TMAO), ya que el incremento en su produccion induce una
disminucion en la exportacion hepatica de VLDL, lo que resulta en un incremento
en la deposicién de lipidos a nivel hepatico, presencia de un ambiente oxidante,

inflamatorio y una disminucion en el metabolismo de la glucosa (144).
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El género Faecalibacterium se encontré presente en un 2% solo en el grupo de
esteatosis; su disminucion, se ha observado en pacientes con NAFLD y NASH en
estados de obesidad y normopeso (145,146). Las especies de este género, como
Faecalibacterium prausnitzii, han demostrado tener un efecto anti-inflamatorio,
relacionado a la secreciéon de metabolitos que bloquean la activacion de factores
transcripcionales como NF-kB, la secrecion de IL-8 asi como la capacidad de inducir
la secrecion de citocinas anti-inflamatorias (147). La deplecién de este genero, es
evidente en practicamente todos nuestros grupos de estudio, por lo que los efectos
benéficos atribuibles a este microorganismo no ocurren y en consecuencia se
perpetian algunos otros que pueden contribuir al desarrollo y progresion de la
enfermedad.

Succinivibrio del filo Proteobacteria, fue uno de los géneros mas abundantes en los
grupos de esteatosis y esteatosis mas fibrosis. Se ha reportado el enriquecimiento
de Succinivibrio en pacientes con sobrepeso, y su aumento de hasta 3 veces mas
en obesidad y sindrome metabdlico. (125,148). La abundancia de Succinivibrio
también se ha relacionado a valores elevados de insulina, disminucién en la
tolerancia a la glucosa, HOMA-IR y alteraciones en el perfil lipidico (149). Por otro
lado, en la infeccion por VIH se ha reportado la ausencia Succinivibrio y
Megasphaera (este ultimo, presente en los grupos control y esteatosis) en PVVIH
naive a TARV. Sin embargo, bajo tratamiento con NRTIs o IPs, se ha documentado
aumento en la abundancia de estos géneros; estudios previos han asociado la
presencia de estos microorganismos con defectos en la funcion gastrointestinal
asociados a concentraciones elevadas de succinato a nivel intestinal, el cual es
producido principalmente por el género Succinivibrio (150).

En PVVIH sin TARV y con infeccidn cronica muestran una elevada abundancia de
Prevotella, Catenibacterium y Bulleidia (este ultimo, presente en los grupos control
y esteatosis, en menor grado en el grupo fibrosis pero depletado completamente en
el grupo de esteatosis mas fibrosis), Dialister y Mitsuokella (este ultimo, presente en
todos los grupos, con la menor cantidad en el grupo de fibrosis), Clostridium cluster

XIll, asi como Desulfovibrio en relacidn a personas sin la infeccion (151).
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El género Mitsuokella, es miembro del filo Firmicutes, participa en la biosintesis de
acidos grasos y se ha relacionado fuertemente el desarrollo de DM2, obesidad y
NAFLD. Se ha detectado su abundancia en PVVIH en especifico en HSH y se ha
asociado con el subtipo IB del VIH (36).

Megamonas, del filo Firmicutes, fue uno de los géneros con menor abundancia en
todos los grupos, a excepciéon del grupo de esteatosis mas fibrosis, en el cual
predomind. En la infeccién por VIH, su abundancia es contradictoria, considerando
mayor abundancia en aquellos PVVIH naive a TARV (152,153). La abundancia de
Megamonas se ha reportado en pacientes con NAFLD e infeccién por virus de
hepatitis B, en donde se correlaciona positivamente con vias en el metabolismo
carbohidratos como glucosa, manosa Yy fructosa, asi como con el nivel de glucosa
(154). Participa también en la biosintesis de acidos grasos y BCAAs, metabolismo
de la glucosa y se asocia fuertemente con obesidad, DM2, disminucion en la
tolerancia a la glucosa, DM2, NAFLD, diversos tipos de cancer y CVD (155). Aqui
encontramos abundancia de Megamonas en los estadios de fibrosis de mayor
severidad (F3-F4), en tanto que Anaerovibrio solo tiene presencia en aquellos casos
de fibrosis grado 3. En este sentido, Megamonasy Ruminococcus han sido
asociados con NAFLD severo, NASH o fibrosis severa (156). Ademas, en el caso
de Megamonas, en un contexto de infeccion por VIH se ha correlacionado a
inflamacion sistémica y su aumento es paralelo con el aumento de Prevotella (35).
En PVVIH el género Anaerovibrio, se ha reportado disminuido en paralelo con
Akkermansia, Bifidobacterium y Clostridium. Ademas se asocia con un perfil de LT
CD8" aneérgicos (157). En nuestro estudio, Akkermancia del filo Verrucomicrobia, es
abundante en los grupos de fibrosis y esteatosis mas fibrosis. La abundancia del
género Akkermansia se asocia fuertemente a un estado saludable en diversas
poblaciones y representa del 2 al 5% de la comunidad microbiana intestinal en
personas sanas. Una disminucion en su abundancia se ha demostrado en personas
con prediabetes, DM2, obesidad, NAFLD, y en PVVIH (158,159). En estudios de
intervencidén en donde se restaura su abundancia, se ha evidenciado una mejora en
la funcién metabdlica de personas obesas y con DM2 (159). En un estudio murino,

se observdo que Akkermancia muciniphila reduce la expresién de la Flavin
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monooxigensa 3 hepética (Fmo3), con lo cual se regulan los eventos de
hiperglicemia, este microorganismo incrementa la termogénesis a través de la
induccion de la proteina MCP-1 y regula el apetito via liberacién del péptido GLP-1.
Por otro lado, mantiene la integridad de la barrera intestinal disminuyendo la
inflamacion (158). En NAFLD también se le han atribuido efectos positivos, ya que
estudios previos han demostrado que la suplementacion con A. muciniphila
disminuye los niveles de triglicéridos, ALT, IL-6 y ademas, disminuye la expresion
de la proteina SREBP, la cual es clave en la regulacion de la sintesis de triglicéridos
a nivel hepéatico y finalmente, contribuye a la restauracion del radio
Firmicutes/Bacteroidetes (160). Sin embargo, Akkermansia muciniphila también se
encuentra asociada a NAFLD, disminucién en la tolerancia a la glucosa, DM2,
obesidad y CVD. Es una bacteria relacionada al metabolismo de la glucosa,
biosintesis de acidos grasos, BCAAs, aminoacidos aromaticos y produccion de
acetato y propionato (161). En este sentido, se ha hipotetizado que los efectos que
pueda llevar a cabo, son influenciados por el microambiente en el cual se encuentre,
las comunidades microbianas instaladas y su abundancia relativa (162).

Adicional a la concentracion de aminoacidos a la que se hizo referencia
previamente, y considerando que los AAA se incrementan en enfermedades
relacionadas a dafio hepatico entre ellas NAFLD (115), observamos que
unicamente la fenilalanina en la condicién de PVVIH, se aumenta ligeramente
respecto a controles sanos (68 umol/L vs. 54.1 umol/L, respectivamente.

Otro de los hallazgos relevantes de nuestro estudio al evaluar el perfil de
aminoacidos fue sin duda, las concentraciones elevadas de acido aspartico y acido
glutdmico en ambos grupos de estudio. Al realizar comparaciones entre nuestros
grupos y controles sanos considerados en estudios previos, en el caso del acido
glutdmico en PVVIH y PVVIH con esteatosis las concentraciones fueron de 295
umol/L y 229 umol/L, respectivamente; en tanto que las concentraciones reportadas
en personas sanas son de 119umol/L y 42 umol/L, respectivamente (114,115). Por
otro lado, en el caso del acido aspartico en PVVIH y PVVIH con esteatosis, las
concentraciones fueron de 12 umol/L y 13 umol/L, respectivamente; en comparacion

con personas sanas, en quienes se reportan niveles séricos de 4 pumol/L (114),
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resultando muy evidente el aumento en las concentraciones de aminoacidos que se
consideran un factor de riesgo para el desarrollo de NAFLD. En este sentido, se ha
propuesto que un perfil de aumento en las concentraciones de glutamato, BCAAS,
AAA, alanina y lisina, acoplado a una disminucién de glicina y serina puede ser
utilizado como biomarcador no invasivo enfocado a una deteccién temprana de
NAFLD (163). Aunado a esto, en pacientes con NAFLD, en quienes se demostré
balonizacion de los hepatocitos, se encontraron concentraciones elevadas de
isoleucina y valina (BCAAs), ademas de tirosina (AAA), alanina, lisina y glutamato,
acoplado a una disminucion de glicina y treonina. El perfil de aumento de glutamato
y disminucién de tirosina, serina y glicina también se ha encontrado en estados de
IR, obesidad, DM2, prediabetes y enfermedades hepaticas (115). Respecto a la
fibrosis hepatica, el glutamato ha sido fuertemente asociado a la severidad de
fibrosis (115). En este sentido, se ha descrito que el glutamato (OR: 1.03, p=<0.001)
y la glicina (OR: 0.99, p=0.041) en conjunto con el HOMA-IR (OR: 1.43, p=<0.001),
son factores de riesgo independientes para el desarrollo de fibrosis hepatica.
Ademas, el aumento en la concentracién del glutamato y disminucion de la glicina
se han asociado con la IR y un metabolismo hepatico alterado (114).
Adicionalmente, las concentraciones elevadas de glutamato, se correlacionan
ademas con la presencia de inflamacion, abalonamiento, estrés oxidativo y un
incremento en la demanda de glutation, asi el aumento de glutamato es un evento
contundente en NAFLD o enfermedad hepética (115). De acuerdo a lo previamente
descrito, nuestros resultados muestran que en particular el grupo de PVVIH
presentan una concentracion de glicina (un factor de riesgo independiente al
desarrollo de fibrosis) de 277 umol/L, concentracion que es elevada respecto a las
reportadas para personas sanas en estudios previos 205 umol/L y 241 umol/L
(114,115).

En nuestros pacientes, es evidente el aumento en las concentraciones de los
BCAAs, glutamato y aspartato, acoplado a la ligera disminucién de serina, lo que
forma parte del perfil de deteccion temprana de NAFLD que ha sido propuesto (163).
Ademas, basados en la literatura, este perfil tiene asociacion con otras variables

presentes en nuestra poblacién como es la presencia de obesidad, IR, DM2, estrés
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oxidativo, respuesta inflamatoria, presencia de dafio hepatico, aunado al evidente
riesgo de fibrosis hepatica y CVD que presentan las PVVIH en presencia de
esteatosis.

Estudios en metabolémica han identificado un patrén especifico de aminoacidos
gue pueden ser utilizados como biomarcadores de enfermedad hepatica. En este
sentido se ha propuesto al indice glutamato-serina-glicina (GSG), que combina tres
aminoacidos involucrados en la sintesis del glutation en estado reducido (GSH), y
citotoxicidad hepética. Por lo tanto, se postula un incremento de GSH en
NAFLD/NASH, ya que es una molécula antioxidante producida por varios tejidos en
respuesta a una elevada produccién de ROS, dado que el estrés oxidativo es uno
de los principales mecanismos responsables del dafio hepatico y es caracterizado
por disfuncién mitocondrial, disminucion en la oxidacién y produccién de ROS, lo
gue incrementa la demanda en la sintesis de GSH. Se ha reportado que el glutamato
se incrementa en enfermedades metabdlicas, evento que se explica por el hecho
de que la GGT (enzima que encontramos elevada en la condicion de PVVIH con
NAFLD) promueve la liberacion del glutamato durante la transaminacion del GSH
(164). Se ha reportado que el indice GSG se encuentra significativamente elevado
en adultos con NAFLD, diagnosticado por biopsia, lo cual fue asociado a un
aumento de enzimas hepaticas y IR. Adicionalmente, se ha descrito que esta
elevacion es mas significativa en pacientes obesos con NAFLD vs. pacientes
delgados con NAFLD, y que se incrementa paralelamente a la severidad de la
fibrosis. Finalmente, el indice GSG se ha correlacionado con los BCAAs,
especialmente con la leucina, indicando una posible alteracion en la
deshidrogenasa de glutamato, la cual es responsable de la conversion de luecina'y
alanina en glutamato (115,164).

Asi, basados en nuestros resultados y posterior al calculo del indice GSG
(glutamato/(glicina + serina), obtuvimos un indice de 0.78 para las PVVIH y de 0.80
para el grupo de PVVIH con esteatosis. En personas sanas se ha reportado un
indice GSG de 0.38, en tanto que en personas con NAFLD de 0.69, y 0.75 en
personas obesas con NAFLD. Basados en estos resultados, en conjunto con el

aumento en las concentracion de BCAAs y glutamato, podemos concluir que de
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acuerdo con otras publicaciones este indice puede postularse como un biomarcador
de severidad en enfermedad hepatica, ya que se aumenta con el grado de fibrosis
hepatica, en particular en fibrosis severa (F3-4) (115).

En este sentido, estudios longitudinales de intervencion farmacoldgica y terapia
nutricional, han reportado cambios en el indice GSG, lo que evidencia la mejoria de
indicadores metabdlicos asociados a la progresion de fibrosis en estos pacientes
(164).

En relacion al perfil de aminoécidos en un contexto de VIH, se ha reportado un
incremento en las concentraciones plasmaticas de glutamato y una disminucion de
metionina, leucina, citrulina, valina, prolina, aspartato, glutamina, lisina, tironina,
tirosina, fenilalanina e isoleucina, al compararse con personas sin la infeccion (165).
Considerando los rangos de referencia, nuestros resultados indican que las PVVIH
y las PVVIH con esteatosis tienen concentraciones disminuidas de histidina, lisina,
treonina y ornitina; en tanto que serina, valina y fenilalanina, Unicamente se
encontraron disminuidos en el grupo de PVVIH con esteatosis. En este sentido, no
se han dilucidado los mecanismos por los cuales las PVVIH tienen concentraciones
disminuidas de estos aminoacidos, sin embargo, se ha propuesto que pueden
deberse a una mala absorcion intestinal, disminucién en la necesidad de su
utilizacion o requerimientos de los aminoacidos. La infeccion por VIH, da lugar a la
produccion intestinal de citocinas proinflamatorias, hecho que se asocia con un
incremento en la permeabilidad intestinal, apoptosis de células epiteliales y
alteraciones en la uniones estrechas intercelulares, eventos que pueden conducir a
una disminucién en la absorcion de los aminoacidos (165).

En las PVVIH con esteatosis, encontramos un ligero aumento en las
concentraciones de citrulina. Este hallazgo coincide con reportes previos, donde se
evidencié un aumento de citrulina en PVVIH, y donde se considera un biomarcador
de la enteropatia que caracteriza a la infeccion por VIH y que, incluso, puede ayudar
a discriminar entre una diarrea téxica por el TARV y enteropatia infecciosa, lo que
convierte a la citrulina en una herramienta objetiva (166). Adicionalmente, citrulina
y arginina se han considerado marcadores de inflamacion (167), y en el caso

particular de la citrulina, este aminoacido se ha asociado también a eventos
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cardiovasculares en el contexto de enfermedad renal infantil (168). Consideramos
entonces, que la citrulina debe ser un aminoacido importante para ser monitoreado
en conjunto con otros biomarcadores de riesgo para CVD en PVVIH y NAFLD,
tomando en cuenta esta posible asociacion a eventos cardiovasculares que, si bien
ha sido descrito en otros contextos, en VIH no hay reportes al respecto. El aumento
en las concentraciones de glutamato que observamos en nuestros grupos de PVVIH
con y sin NAFLD, es consistente con reportes previos, en los que se ha
documentado un aumentado en plasma y en liquido cefalorraquideo en quienes
viven con VIH, situacién en la que un metabolismo alterado del glutamato se ha
asociado con desordenes neuroldgicos, como el trastorno neurocognitivo asociado
a VIH (HAND, por sus siglas en inglés), alteracion que se presenta con frecuencia
(15 a 50%) en la infecciébn por VIH a pesar de la supresion viroldgica y la
reconstitucion inmune. Se ha propuesto, que los macrofagos activados contribuyen
al dafio neuronal por una produccion extracelular excesiva de glutamato, evento
acoplado a una disminucion en la recaptura astrocitica del glutamato, lo que provoca
una pérdida neta de glutamato intracelular. Adicionalmente, un estudio in vitro,
demostré6 que concentraciones elevadas de glutamato inhiben las funciones de
macrofagos y linfocitos T, y que un aumento cuadriplicado de este aminoacido en el
espacio extracelular provoca una inhibicion de hasta un 30-40% en la sintesis del
DNA, efecto inhibidor que se compensa con la adicién de cisteina (165). En relacién
al desgaste neurocognitivo presente en la infeccion por VIH, se ha reportado
también, un aumento en las concentraciones de triptofano y fenilalanina, moléculas
importantes en la biosintesis de neurotransmisores (169). En este sentido,
encontramos niveles elevados de fenilalanina en los pacientes con infeccion por VIH
(68 umol/L), en comparacion con personas sanas consideradas en reportes previos
(54 wmol/L) (114,115). Finalmente, encontramos niveles elevados de aspartato en
ambos grupos de estudio, este es un aminoacido gluconeogénico, por lo que su
elevacidn a nivel plasmatico sugiere que este proceso se encuentra abolido. Por
otro lado, al ser el aspartato un aminoacido donador de N2 en el ciclo de la urea y
actuar como un neurotransmisor excitatorio en el cerebro, la disminucién de los

niveles intracelulares puede dar lugar a alteraciones en el proceso de detoxificacion
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y una disminucién en la funcién del SNC (118). Esta elevacion de aspartato, en
conjunto con un aumento en las concentraciones del glutamato, deben ser un foco
de atencion desde la mirada clinica ya que en estos pacientes puede ser

biomarcadores asociados al riesgo de presentar un deterioro neurocognitivo.
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XI.

CONCLUSIONES.

Encontramos que aquellos pacientes con mayor evidencia de dafio hepéatico
(estetaotosis y/o fibrosis), tuvieron cuentas de CD4" menores, tras
compararse con el grupo control.

Aunque la asociacion a ciertos grupos de farmacos antirretrovirales se han
considerado de riesgo para el desarrollo de enfermedades metabdlicas, entre
ellas NAFLD, no encontramos esta diferencia en el estudio, tomando en
cuenta la heterogeneidad en los tratamientos entre nuestros grupos de
estudio.

La abundancia del género Prevotella es evidente en el total de los pacientes
evaluados, hecho que atribuimos a las condiciones metabdlicas de los
pacientes, sin embargo, encontramos una asociacion entre significativa entre
los niveles de IL-6 y la abundancia de Prevotella en los pacientes con fibrosis
y fibrosis con esteatosis, asi como en los casos de solo fibrosis. Este género
bacteriano también se asocia a la produccibn de BCAAs, metabolitos
intimamente asociados al desarrollo de resistencia a la insulina, demostrado
en nuestros pacientes con esteatosis y esteatosis con fibrosis, no asi en el
grupo de fibrosis. Lo cual nos plantea la hipétesis que la esteatosis es el
factor predominante en esta secuencia de Prevotella- BCAAs (valina y
leucina)- IL-6-resistencia a la insulina.

Predominio de Firmicutes solo en el grupo control, probablemente asociado
a la obesidad de los pacientes, ya que 32 de ellos se encontrdé con un IMC
superior a 25 (71.1%), en el resto de los grupos, Prevotella fue predominante.
La presencia de Bacteroidetes, aunque sea con baja representatividad se ha
asociado a NASH, pero sobre todo a progresion, y aqui lo encontramos en
todos los grupos, con excepcién del grupo control, afirmando esta asociacon.
En el analisis de abundancia relativa por filo, encontramos abundancia de
Proteobacteria en los grupos de esteatosis y esteatosis con fibrosis, este filo

estd muy asciado a la translocacion bacteriana, con presencia de
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lipopolsacaridos a nivel sistémico e inductor de endotoxemia asociada a
NAFLD.

Por otro lado, el género Blautia se encuentra en abundancia en aquellos
pacientes con esteatosis y fibrosis, en quienes tambien se describié un nadir
de linfocitos T CD4* menor. Esta asocioaciacién de Blautia con enteropatia
ha sido descrita incluso en personas sin VIH, pero con enfermedad intestinal.
Fue evidente el enriguecimiento de los géneros Dorea, Rumminococcus,
Blautia y Faecalibacterium en pacientes con esteatosis y esteatosis mas
fibrosis.

En esteatosis grave y fibrosis, encontramos una elevacion de IFN-y,
probablemente asociado al enriquecimieno de Ruminoccosus e
hiperinsulinemia (8.43 vs 13.92). Ruminococcus tambien se asocia al
aumento de BCAAs.

Podemos deducir que la abundancia de Megamonas en este estudio
obedece a las alteraciones metabdlicas y proceso inflamatorio a nivel
hepatico en el grupo con esteatosis y fibrosis, hallazgo que tambien se
relaciona con la abundancia de Prevotella y marcadores de inflamacion,
como IL-6, PCR, IFN- y y dimero D.

Concentraciones elevadas de valina, leucina e isoleucina en ambos grupos,
probablemente en relacion con VIH, aunque no nos ha sido posible comparar
esta variable con hiperinsulinemia, aumentos de glucosa, obesidad, etc.
Citrulina elevada en el grupo con esteatosis, acido glutamico muy elevado en
ambos grupos tambien, igual para acido aspatrtico.

Encontramos una elevacion de glutamato en ambos grupos, probablemente
asociado a resistencia a la insulina, obesidad, DM2, prediabetes y
enfermedades hepaticas en ambos grupos.

A diferencia de lo descrito en la literatura, encontramos bajas
concentraciones de lisina, aminoacido muy asociado a NAFLD.

Se cumple el perfil de serina baja, glutamato y aspartato elevados, este perfil
se ha descrito en NAFLD temprano, por lo que es probable que los pacientes

sin esteatosis tengan enfermedad temprana o leve.
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En estados de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, los BCAAs fluyen
hacia el musculo esquelético, probablemente esta es la causa de los niveles
bajos de aminoacidos en nuestros pacientes.

Elevacion en el indice GSG, probablemente en el grupo sin esteatosis sea
secundario a la obesidad, sin embargo, el indice mas elevado fue hallado e
el grupo de esteatosis.

Encontramos elevacion de citrulina en el grupo con NAFLD, este aminoacido
se ha descrito como un marcador de enteropatia y se asocia a enfermedad
cardiovascular.

IL-18 se asocia con la activacion del inflamosoma, y el mismo es piedra
angular para el desarrollo de fibrosis, asi mismo el grupo de fibrosis tuvo el
nadir mas bajo de CD4* y el nivel mas alto de IL-18. Esta relacidén ya habia
sido descrita en pacientes coinfectados con VHC y VIH, y se mantiene en
nuestro trabajo.

IFN gamma se asocia a fibrogénesis y acumulacion lipidica, sobre todo en
pacientes obesos. Estos niveles si fueron por mucho, mas elevados en los
pacientes con mas esteatosis.

Esta sinergia IL-6 e IL-18 parece ser relevante en la progresion, ya que se
mantiene al comprarar a los pacientes con los mayores grados de fibrosis.
Las concentraciones de algunas citocinas son contradictorias a lo
previamente descrito en VIH y NAFLD, no descartamos que la diminucién en
estos niveles sea secundaria al consumo periférico de citocinas y su
concentracion tisular mas que plasmatica.

En el analisis de BCAAs, encontramos nieveles de glutamato por encima de
los valores de referencia en ambos grupos. Se han descrito niveles elevados
de este aminoacido en personas con NAFLD en personas sin la infeccién por
VIH. Sin embargo, en algunas poblaciones tambien se ha encontrado una
correlaciébn positiva con sindrome metabdlico, particularmente con
resistencia a la insulina, probablemente este sea el factor predominante que

determina la elevacion en nuestros grupos.
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Los niveles de aspartato también se encontron por encima de los valores de
referencia en ambos grupos, este aminoacido también se correlaciona de
forma positiva con aumento de riesgo cardiometabdlico y resistencia a la
insulina hepatica.

La elevacion de PCR, sobre todo en los grupos de esteatosis y fibrosis,
ascomo el de fibrosis severa encontramos niveles de PCR por encima de 3
mg/dL, en comparacion con el grupo de esteatosis severa y fibrosis. Estos
nieveles nos hablan de un riesgo cardiovascular significativo. Ademas, se
cumple la premisa, en donde los pacientes con mas fibrosis suelen presentar
niveles elevados de este marcador.

Fibrinbgeno, como marcador de riesgo cardiovascular, también presenté
niveles mas elevados en los grupos de esteatosis y fibrosis, sobre todo con
los grados mas significativos de ambas variables.

Al analizar solo el grupo con fibrosis severa, PCR y fibrinGgeno resultan
mucho mas elevadas que el grupo control, lo cual reflejaria el riesgo
cardiovascular mas elevado en estos pacientes.

Aunque ninguno de los grupos presento6 niveles de dimero D con medianas
por encima de 500 ng/mL, si encontramos concentraciones mayores en el
grupo de esteatosis y fibrosis severa, probablemnete esto refleja el papel del
DD en el proceso fibrético, asi como una elevacion no significativa por el
control virologico asociado a TARV.

El incremento de Ox-LDL, como consecuencia de oxidacion por la
generacion de ROS, tambien induce la activacién del inflamosoma, efecto
gue desencadena el aumento de IL-18 y favorece inflamacion y fibrosis, pero
tambien la generacion de celulas espumosas a nivel endotelial. En nuestro
estudio fue evidente y significativa la correlacién del Ox-LDL con la severidad
del grado de esteatosis. Ademas, es relevante destacar la correlacion
positiva que se encontré con el dimero D en el grupo control de PVVIH y con
la PCR en el grupo de esteatosis, siendo el dimero D y la PCR, moléculas

gue juegan un papel fundamental en el desarrollo y progresion de eventos
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cardiovasculares y consideradas predictores independientes de mortalidad
en PVVIH.

La enfermedad por higado graso no alcohdlico representa un problema de salud
grave en la poblacién que vive con VIH, esta enfermedad se relaciona con
alteraciones metabdlicas (obesidad, resistencia a la insulina, diabetes, dislipidemia),
problema crecimiente en la poblacion mexicana y, particularmente, en PVVIH.
Diversos factores se asocian al desarrollo de NAFLD, sin embargo, se postula que
en quienes viven con VIH, la disbiosis y enteropatia aceleran el dafio hepético y
favorecen la fibrosis.

La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio se encontraban en sobrepeso u
obesidad.

En el andlisis por subgrupos, destaca la asociacion positiva de acuerdo a grado de
esteatosis y severidad de fibrosis con las siguientes variables: niveles de PCR,
insulina, IL-6, indice HOMA, IFN gamma, IMC, indices de cintura y cadera,
corroborando, un mayor grado de inflamacion y riesgo cardiovascular elevado.

En cuanto al estudio de la microbiota intestinal, se encontré6 un predominio del
enterotipo Prevotella en aquellos pacientes con evidencia de dafio hepéatico
(fibrosis, esteatosis y esteatosis + fibrosis), se han encontrado propiedades
patobionticas asociadas a las especies de Prevotella, asi como una intensa
interaccidbn con el sistema inmunoldgico y su influencia en enfermedades
inflamatorias. Hallazgo que tambien se correponde con las citocinas inflamatorias y
marcadores de riesgo cardiovascular.

Al analizar las comunidades bacterianas por grupo, encontramos abundancia
significativa de los géneros Akkermansia y Clostridium, géneros asociados al
consumo de carnes rojas y azucares simples.

Finalmente, en el grupo con mayor dafio hepatico (esteatosis + fibrosis) destacé la
abundancia del género Acidaminococcus, hallazgo frecuente en PVVIH y, tambien

asociado a dietas proinflamatorias.
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Xll.  LIMITACIONES.

El uso de USG como metodo para evaluar esteatosis, ya que aungue es el
més accesible y barato, solo refleja esteatosis por encima del 20%, por lo
gue es posible que estemos infravalorando el grado de esteatosis en los
pacientes.

El haber realizado la evaluacion de aminiacidos solo en PVVIH y PVVIH y
esteatosis, ademas de haberlo realizado en pool de 5 pacientes por grupo.
Fue evidente la necesidad de realizar la medicién en cada grupo y de manera
individual con la finalidad de poder establecer posibles asociaciones con
otros parametros relacionados a las concentraciones de los aminoacidos en
un contexto de infeccién por VIH y NAFLD.

La profundidad del analisis de secuenciacion ya que este se limito a género
y resulta evidente la necesidad de caracterizar hasta especie para poder
establecer relaciones o asociaciones y poder definir conclusiones mas
certeras y objetivas.

La ausencia de una evaluacion nutricional ya que hacer uso de estas
herramientas nos proporciona informacién valiosa en relacién a los micro y
macronutrimentos con el objetivo de poder realizar asociaciones con el perfil
de aminoécidos, la microbiota intestinal y otros parametros evaluados que se
ven influenciados por ciertas variables nutricionales.

Por otro lado, para establecer algunas conclusiones, resulto evidente
necesidad de tener un grupo de personas sanas que nos indicara los valores
de pardmetros como los BCAAs o bien la caracterizacion de la microbiota
intestinal en nuestra poblacion en una condicion de salud, ya que ambos se
ven influenciados por diversos factores ambientales y habitos dieteticos.

No se consider6 para este estudio un grupo de pacientes sin la infeccion por
VIH, pero con sindrome metabdlico. Lo cual seria de utilidad para distinguir

aqguellos cambios en la microbiota atribuibles a la propia infeccion por VIH.
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