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RESUMEN

ANTECEDENTES.

Identificar el origen de la inflamacidn crénica del sistema inmunolégico es de gran importancia
en la lucha contra la infeccidon por VIH. Numerosos estudios han demostrado una relacién
directa entre la activacion del sistema inmune y la translocacidon microbiana, pero la fuente y
el tipo de factores desencadenantes siguen siendo motivo de investigacion. La gran cantidad
de marcadores inflamatorios asociados a la patogénesis del VIH y las interacciones
moleculares y celulares entre el sistema inmunoldgico y la microbiota intestinal son factores
de integracidn que podrian ofrecer un mecanismo. La mayoria de los estudios se han centrado
en el impacto de la translocaciéon microbiana en la activacion crénica del sistema inmune en la
enfermedad del VIH. Este estudio se centrarad en investigar la composicidon de la microbiota
intestinal como candidato para poder aclarar cémo la translocacion microbiana afecta la
infeccidn por VIH y su progresion.

METODOLOGIA.

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado. Se extrajo el DNA de muestras
de heces de 25 individuos infectados con el VIH sin terapia antirretroviral (TAR), 20 individuos
cronicamente infectados bajo una terapia basada en Efavirenz, 17 individuos crénicamente
infectados bajo una terapia basada en inhibidores de proteasa, 6 individuos controladores
(definidos por cargas virales debajo de 2,000 copias de RNA/ml) y 9 individuos no infectados.
La regidn V3 del gen 16S rRNA se amplificd por PCR y se secuencié utilizando el secuenciador
lon PGM. Después de filtrar por calidad, la asignacién taxondmica y la alfa diversidad se
determinaron utilizando el software QIIME 1.8.0. Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis (GraphPad Prism 5).
RESULTADOS.

Como se ha reportado previamente, encontramos una menor diversidad en la microbiota de
los individuos VIH + TAR- al compararlos contra individuos VIH- (p=0.04). Una disminucidn de
la diversidad se observd en la microbiota de personas VIH+ Efavirenz+ cuando se compara
contra individuos VIH+ IPs+ (p=0.03) e individuos VIH- (p=0.004). De forma interesante, no se
observaron diferencias en la diversidad de la microbiota entre los controladores y el grupo
VIH- (p=0.689). Encontramos tres phyla predominantes: Bacteroidetes, Firmicutes vy
Proteobacteria con una media de abundancia relativa general de 83,9% + 17,7%, 11,9 + 11,6%
y 2,0% = 11,0%, respectivamente. No se observaron diferencias globales significativas a nivel
de phylum entre el grupo VIH+ TAR-y los VIH-. Sin embargo, a nivel familia, se encontré una
disminucién de Ruminococcaceae y Lachnospiraceae (p=0.028 y 0.008, respectivamente). Se
encontrd una disminucion significativa de Bacteroidetes en individuos Efavirenz+ al comparar
con los otros grupos (p <0,05). Esta disminucion se asocié con una disminuciéon en el género
Prevotella y el phylum Proteobacteria, y con un aumento en los géneros Bacteroides y
Fusobacterium. Ningun taxdn mostré diferencias entre los controladores y el grupo de VIH-.
CONCLUSION

Encontramos algunas de las alteraciones en la composicion de la microbiota previamente
reportadas entre grupos VIH+ TAR- y VIH-. Sin embargo, también encontramos alteraciones
especificas que no se han reportado y que estan asociadas con el uso de Efavirenz y que no se
observan en la terapia basada en IPs. Encontramos que los controladores no tienen
alteraciones significativas en la composicién de la microbiota intestinal y que esta se asemeja
a la de los individuos VIH-.



ABSTRACT

BACKGROUND.

Identifying the cause of chronic inflammation of the immune system is of great importance in
the fight against HIV infection. Several studies have shown a direct relationship between
activation of the immune system and microbial translocation, but the source and type of
triggers remain under investigation. The large number of inflammatory markers associated
with HIV pathogenesis and the molecular and cellular interactions between the immune
system and the intestinal microbiota are integrating factors that could provide a mechanism.
Most studies have focused on the impact of microbial translocation in chronic activation of
the immune system in HIV infection. The aim of this study was to investigate the composition
of the intestinal microbiota as a candidate to clarify how the microbial translocation affects
HIV infection and its progression.

METHODS.

All participants gave written informed consent. DNA was extracted from stool samples
collected from 25 chronically HIV infected individuals without antiretroviral therapy (ART), 20
chronically HIV infected individuals with an Efavirenz-based therapy, 17 chronically HIV
infected individuals with a protease-inhibitor-based therapy (Pls), 6 HIV controllers (defined
by viral loads below of 2,000 copies of RNA/mL) and 9 non-HIV-infected individuals. The V3
region of the 16S rRNA gene was PCR amplified and sequenced using an lon PGM sequencer.
After quality filtering, taxonomic assignment and alpha diversity were computed using QIIME
1.8.0. Comparisons between groups were performed using Mann-Whitney U-test and Kruskal-
Wallis test (GraphPad Prism 5).

RESULTS.

As previously reported, we found lower microbiota diversity in HIV+ ART- than in HIV-
individuals (p=0.04). Decreased diversity was observed in HIV+ Efavirenz+ individuals when
compared against HIV+ Pls+ (p=0.03) and HIV- individuals (p=0.004). Interestingly, no
differences in microbiota diversity were observed between controllers and HIV- (p=0.689). We
found three predominant phyla: Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria with an overall
median relative abundance of 83.9% + 17.7%, 11.9 + 11.6% and 2.0% + 11.0%, respectively. No
significant overall differences were observed at phylum level between HIV+ ART- and HIV-.
However, at family level, we found a significantly lower abundance of both Ruminococcaceae
and Lachnospiraceae (p=0.028 and 0.008, respectively). We found a significant decrease of
Bacteroidetes in Efavirenz+ individuals when compared against the other groups (p<0.05). This
decrease was associated with a decrease in Prevotella genus and Proteobacteria phylum, and
with an increase with Bacteroides and Fusobacterium genera. Neither taxon showed
differences between controllers and HIV- group.

CONCLUSION

We found some of the previously reported alterations in microbiota composition between
HIV+ ART and HIV- groups. However, we also found some specific alterations that are
associated with Efavirenz use and that are not observed in Pls-based therapy and have not
been reported. We found that controllers do not have significant alterations in gut microbiota
composition and that it resembles that of non-HIV-infected individuals.



CAPITULO I. INTRODUCCION.
1. Microbiota.
1.1. Generalidades.

Actualmente se ha observado que la biologia humana no debe centrarse Unicamente al
estudio de las células humanas, debido a que los microorganismos que habitan a lo largo
del cuerpo humano tienen una relacién tan cercana con el hospedero que han llegado a

ser considerados parte del sistema biolégico [1].

Comunidades complejas de microorganismos habitan las superficies corporales de todos
los vertebrados [2]. Estas comunidades llegan a superar el nUmero de células humanas en
hasta un factor de 10 veces y globalmente se conocen como microbiota [3]. Con el paso
del tiempo se ha observado que mds que tener una lucha constante entre
microorganismos y hospedero, existe un estado neutral en el cual cada parte necesita a la
otra. El hospedero proporcionard un nicho ecoldgico y nutrientes, mientras que el
microorganismo contribuye a la fisiologia del hospedero: procesando nutrientes,

protegiendo de patdgenos exdgenos, etcétera (Figura 1) [4].
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Figura 1. Microbiota Humana. Se muestra la composicidon de la microbiota en diferentes partes del cuerpo humano a
nivel phylum y algunas de las funciones con las que contribuyen dentro del hospedero. Modificada de [5].
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Millones de afios de co-evolucidn han extendido estas interconexiones fisioldgicas entre
microbiota y hospedero mas alld de las funciones metabdlicas. Un ejemplo muy
importante es el efecto de estos microorganismos en la estimulacién y maduracion del

sistema inmunolégico [6].

Sin embargo, la microbiota no es totalmente inocua, y bajo condiciones que comprometan
el equilibrio entre su composicidon y la respuesta inmune del hospedero, algunas especies

podran colonizar tejidos o proliferar causando enfermedad.

La microbiota presenta una composicion especifica dependiendo de las diferentes zonas
corporales de las que se trate (Figura 1), favoreciendo un estado de balance con el
hospedero [7]. Este balance en el sistema es bastante delicado y una perturbacién en el
mismo (proceso llamado disbiosis) resultara en una alteracién de la microbiota, lo cual
podria predisponer potencialmente al hospedero a una serie de diferentes enfermedades
caracterizadas por respuestas inmunes aberrantes. Tal es el caso de la artritis reumatoide,
enfermedad en la cual se estan estudiando las posibles alteraciones en la microbiota que

podrian traducirse en peores escenarios de progresion de la enfermedad [6].

Existen diversos factores que pueden causar cambios sostenidos en la composicion de la
microbiota: uso de antibidticos, la edad, la dieta, la genética del hospedero, la forma de
nacimiento, entre otros (Figura 2) [8-12]. Estos factores contribuyen de gran manera a la
variabilidad inter-individuos. No obstante, varios estudios han examinado variaciones en
la microbiota de individuos con y sin cierto estado de enfermedad, encontrando, de
manera interesante, que la microbiota se encuentra alterada entre los grupos que se
comparan. Incluso al hacer correcciones por los diversos factores que podrian estar
alterando la microbiota de manera independiente a la enfermedad, estos cambios se
mantienen. Algunos ejemplos de enfermedades asociadas con alteraciones en Ia
microbiota se encuentran: asma, enfermedad celiaca, diabetes, enfermedad inflamatoria

del intestino, gastroenteritis, entre otras [13].
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Figura 2. Factores que afectan la microbiota. Existen diversos factores que podran alterar la microbiota del hospedero
llevandolo a un estado de disbiosis y a posibles estados de salud y enfermedad. Modificada de [11].

La aparicion de nuevas y avanzadas técnicas, como la metagendmica (estudio del conjunto
de genomas de un determinado entorno directamente de las muestras del ambiente, sin
necesidad de aislar y cultivar), ha resultado en la generacién de una vasta cantidad de
datos sobre genes de microorganismos. Aunado a esto, la cooperacién de varios equipos
de investigacion permitio el desarrollo en 2008 del Proyecto Microbioma Humano; cuyo
objetivo principal era caracterizar y obtener la composicion de la microbiota de individuos
sanos [14]. Este proyecto, permitid observar las diferencias entre los diferentes grupos
microbianos que habitan las distintas partes de cuerpo y que contribuyen de esta manera
a la funcion de érganos y tejidos [1]. Estudios posteriores dentro de este proyecto y fuera
de él han permitido estudiar la microbiota humana en diversas condiciones y/o estados
(diferentes tipos de alimentacién, diferentes grupos de edad, diferentes vias de
nacimiento, presencia o ausencia de alguna enfermedad, entre otros) [6]. La
determinacién de comunidades microbianas especificas podria proveer informacién
valiosa con respecto a la salud humana, la predisposicion hacia enfermedades, su

diagnéstico y posibles terapias [15, 16].
1.2. Estudio de la microbiota.

Los primeros acercamientos para el estudio de la microbiota se realizaban a través del
aislamiento, cultivo y caracterizacién bioquimica de la misma. Sin embargo, existen

cientos de especies diferentes; muchas de las cuales, nunca han logrado ser cultivadas y
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algunas nuevas especies de las cuales incluso, sus caracteristicas de cultivo no se conocen.
Aunado a lo anterior, muchos de estos microorganismos pueden estar presentes en
o6rdenes de magnitud tan altos que enmascaren la presencia de miembros menos
abundantes [17, 18]. Debido a la dificultad de estas primeras técnicas para poder
identificar a todos los microorganismos presentes y a la necesidad de tener técnicas de
muestreo a profundidad, los investigadores empezaron a explorar metodologias basadas

en huellas moleculares [19].

De manera particular se generalizd el uso del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S y
en especifico nueve zonas dentro del gen que son altamente variables (V1-V9) [20]. Este
gen estd presente en todas las bacterias y debido a que presenta zonas altamente
conservadas que flanquean a las regiones hipervariables, se pueden generar primers
degenerados que permiten la identificacion de los microorganismos (Figura 3) [21]. De
forma interesante, las regiones que son amplificadas, al tener un alto grado de variacién,
no sélo permiten la identificacién sino también la diferenciacién y clasificacion de los

diversos microorganismos encontrados [22-24].

A PP w2

Figura 3. Esquema del RNA ribosomal 16S bacteriano. Se muestran las regiones que presentan variabilidad entre las
distintas especies de bacterias (regiones V). En la secuencia de DNA de estas regiones se basa el disefio de los
oligonucledtidos empleados para la PCR utilizada en la identificacidn y clasificacidon taxonémica [25].



Métodos poderosos se han vuelto accesibles para el estudio de estas comunidades
microbianas de formas mas rdpidas y sencillas. Los microarreglos, la PCR en tiempo real y
la clonacién junto con secuenciacion tipo Sanger son algunas de las que se han utilizado
[26]. Sin embargo, la secuenciacién de alto rendimiento o secuenciacién masiva es una
técnica que ha ido ganado importancia debido a que permite aprovechar las
caracteristicas de analisis mediante el gen 16S y obtener la clasificacion de las
comunidades microbianas de un alto nimero de muestras en un corto periodo de tiempo

y a costos accesibles (aproximadamente 2,000 pesos por muestra) [27].

Las secuencias obtenidas mediante esta metodologia permiten la identificaciéon y
clasificacién de los microorganismos al utilizar programas bioinfomaticos como QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Las secuencias son agrupadas en conjuntos
que tienen entre si una similitud alta (97% equivale a género y 99% a especie) y son
llamadas unidades taxondmicas operacionales (OTUs). Estos OTUs son comparados contra
bases de datos (e.g., Greengenes y RDP) que tienen una amplia coleccién de secuencias
reportadas y asignadas a clasificaciones taxondmicas especificas, permitiendo asi la

clasificaciéon de las muestras analizadas [14, 28].

El avance en el estudio de la microbiota ha permitido esclarecer la importancia de estos
microorganismos, su influencia en los seres vivos y de qué manera podrian estar

dirigiendo el estado de salud o enfermedad.
1.3. Microbiota Intestinal.

La microbiota intestinal ha sido una de la mas estudiadas debido a que juega un papel
clave para el hospedero tanto en la salud como en la enfermedad. En el intestino, la
microbiota ha alcanzado densidades muy altas (hasta 100 trillones de bacterias) y ha
evolucionado para poder degradar polisacaridos complejos y otras sustancias de la dieta
diaria, estimulando asi la eficiencia digestiva del hospedero y el suplemento de nutrientes
para si misma [29]. En el caso particular de la microbiota del intestino humano, la
comunidad microbiana que lo conforma es diversa y compleja, y su genoma colectivo se

conoce como microbioma.



A pesar de que aun no se llega a entender y caracterizar completamente el papel que
juega la comunidad bacteriana se sabe de algunas funciones criticas que lleva a cabo,
incluyendo: estimulacién de la angiogénesis, la biosintesis de aminodcidos, la digestion de
polisacaridos complejos, el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal, la prevencién
de la propagacion de patdgenos oportunistas y el desarrollo del sistema inmune de la
mucosa intestinal [19]. Al cumplir con funciones tan importantes, una alteracién de la
composicion de la microbiota (disbiosis) podria conllevar una desregulaciéon de la

homeostasis de estos procesos y asociarse con enfermedades (Figura 4).

Microorganismos intestinales
y sus componentes
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Figura 4. Microbiota intestinal. La microbiota intestinal tiene una estrecha relacidn con las células del cuerpo humano.
Esta estrecha relacién permite llevar a cabo funciones fundamentales para el hospedero y de igual manera, la alteracién
de la microbiota podrd asociarse con algunas enfermedades. Modificada de [30].

Como se menciond previamente, existen cambios en la composicién de la microbiota a lo
largo de diferentes zonas del cuerpo humano. El intestino no es la excepcion,
evidenciando ciertas variaciones en las comunidades que se encuentran a lo largo de este
organo. Sin embargo, estas variaciones no llegan a ser tan dramaticas, permitiendo

generalizar sobre la composicién de la microbiota definida (Figura 5).

En estudios recientes se ha identificado que cada individuo puede llegar a contener mas

de 1000 especies diferentes en el intestino; la mayoria de las cuales, pertenecen sélo a



unos cuantos phyla. En general, los Firmicutes y Bacteroidetes se presentan como los
phyla dominantes en el intestino [31]. De los Firmicutes el 95% pertenecen a la clase
Clostridia (familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae). En el caso de los Bacteroidetes
existe un poco mas de variacion entre los filotipos encontrados; sin embargo, la mayoria
de ellos pertenecen a las familias Prevotellaceae y Bacteroidaceae. Ademas de estos phyla
dominantes, existen otros en baja proporciéon, entre los que se encuentran:

Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia (Figura 5) [30].
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Figura 5. Composicion de la microbiota a lo largo del intestino. Se observa en distintos colores diferentes clasificaciones
taxondmicas y su abundancia relativa en diferentes partes del intestino y heces. |G, intestino grueso. Modificada de [30].

Las alteraciones en la microbiota intestinal, principalmente definidas por una disminucién
de la diversidad, han sido asociadas a diversas enfermedades con un importante factor
inmunitario e inflamatorio: diabetes tipo 1 [32], artritis reumatoide [33], enfermedad
Inflamatoria del Intestino [34], enfermedad de Crohn [35], obesidad [36-38] y lupus

eritematoso sistémico [39].

La modificacion de la microbiota a través de diversas metodologias se ha vislumbrado
como posible terapia para diversos padecimientos: enfermedad de Crohn, infecciones
constantes por Candida, dermatitis atipicas, obesidad, etcétera. El uso de antibidticos,

probidticos (microorganismos benéficos) y prebidticos (material organico digerible por



microorganismos benéficos) son algunas de las técnicas utilizadas de manera comun. De
igual manera, el Trasplante Fecal (introduccion de un filtrado liquido de heces de un
donador sano al tracto gastrointestinal de un individuo enfermo) es otra alternativa que
ha sido utilizada como tratamiento para algunas condiciones médicas como la infeccién
por Clostridium difficile con resultados muy positivos, y se estd visualizando como posible
terapia a futuro para otras condiciones, como la enfermedad inflamatoria del intestino
[40-43]. A pesar de los alcances positivos, estas técnicas deberan ser usadas con cuidado y

serd necesario obtener pruebas mas contundentes.

De tal manera, se observa el importante papel que juega la microbiota intestinal en la
salud, y cémo podria estar influenciando diversas enfermedades. La completa
caracterizacion y estudio de la microbiota intestinal podria contribuir de gran manera al
desarrollo de estrategias para el cuidado de la salud de manera personalizada y mas

efectiva [44].
2. VIH.
2.1. Generalidades.

Hace poco mas de 30 afios algunos grupos clinicos estadounidenses enfrentaron una
enfermedad de causa desconocida que provocaba la destruccion del sistema
inmunolégico y por tanto, la muerte por enfermedades oportunistas [45]. Al inicio se
observé que la enfermedad afectaba principalmente a hombres homosexuales y personas
gue usaban drogas intravenosas pero después de algunos meses se descubrié que
también eran afectados otros grupos, incluyendo personas que habian recibido
transfusiones y parejas sexuales e hijos de miembros de los distintos grupos de riesgo
[46]. El patrén epidemioldgico observado permitid proponer que la transmision de este
nuevo patégeno era por via sanguinea o por via sexual. La enfermedad, hasta ese

entonces sin nombre, fue llamada: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida o SIDA [46].

Posteriormente, en 1983 el Dr. Luc Montagnier y su grupo de colaboradores, aislaron de

los nddulos linfaticos de un hombre que presentaba linfadenopatia un agente que
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llamaron virus asociado a linfadenopatia (LAV). Al hacer cultivos celulares observaron que
se producian altos titulos de viriones que contenian actividad de Transcriptasa Inversa
(RT); lo cual, les permitié clasificarlo como un retrovirus. Aunado a lo anterior, se observé
que el tropismo del virus era hacia células mononucleares de sangre periférica (PBMCs,

siglas en inglés) y mas especificamente hacia linfocitos T CD4* [46].

Simultdneamente, el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Robert Gallo aislé al mismo
retrovirus y demostrd que era el agente causal del SIDA. Este virus fue llamado Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) [46]. Para ese momento, muchos casos de la
enfermedad ya habian sido detectados en diferentes partes del mundo, causando interés

en diversos grupos; los cuales, empezaron el desarrollo de un tratamiento [47].

2.2. Actualidad y futuro.

2.2.1. En el Mundo.

Al aumentar de forma alarmante el nimero de personas infectadas por el VIH, se
promovié que gobiernos de distintos paises tomaran medidas para poder frenar este
avance y mejoraran la calidad de vida de los pacientes existentes. Entre estas medidas
estan: campafias de educacidn y concientizacidon sobre esta enfermedad, mejoramiento
de la infraestructura y atencion hospitalaria, ampliacidn en la cobertura y optimizacién de
la Terapia Antirretroviral (TAR). En 2009, mas de 5 millones de personas tuvieron la
oportunidad de recibir una TAR, lo cual redujo el nimero de muertes asociadas con el

SIDA en mas del 20% en los ultimos 5 afios.

Sin embargo, el nimero de persona infectadas sigue en aumento con 35.0 millones de
personas viviendo con el virus a nivel mundial y 2.1 millones de nuevas infecciones
reportadas en julio del 2014 [48]. Entre las principales causas de transmisién en la
actualidad se encuentran las practicas sexuales de alto riesgo y el consumo de drogas
intravenosas. Las zonas geograficas mas afectadas por la enfermedad se encuentran en el
continente africano, mas precisamente la zona Sub-Sahariana y en segundo lugar el

sureste asiatico (Figura 6) [46].
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Figura 6. VIH en el mundo. Estimado de adultos y nifios que viven con VIH en el mundo, reportado por la OMS en julio
del 2014. Modificado de [49].

El uso de la TAR ha permitido tener un panorama mas alentador sobre el manejo de la
infeccion por VIH y el SIDA. Por ejemplo, tan sélo en Estados Unidos, a partir de la
implementacion de la terapia se obtuvo una reduccion de mads del 60% de la tasa de
mortalidad en apenas 2 afios (1995 a 1997). Cabe mencionar, que el tratamiento tiene sus
propias limitaciones pues dependerd del acceso y del apego al mismo [45]. Tomando en
cuenta esto se conoce que de los 35.0 millones de personas infectadas, 31.0 millones
viven en paises de mediano a bajo ingreso y sélo aproximadamente 7.6 millones estadn en

la posibilidad de obtener acceso a la TAR [50].

Todo lo anterior nos lleva a pensar que la investigacion en torno al VIH/SIDA debera
obtener los recursos materiales y humanos necesarios para permitir hacer frente al gran

reto que representa.
2.2.2. En México.

Desde 1983, con la deteccién de los primeros casos de VIH/SIDA en México, el gobierno y
diversas asociaciones no gubernamentales han tomado medidas para hacerle frente a esta
enfermedad mediante el desarrollo de distintos planes nacionales. En 1986 se creé el
primer Comité Nacional para Coordinar los Esfuerzos en VIH/SIDA, al cual le siguid la
formacion del Consejo Nacional para la Prevencién y Control del VIH/SIDA (CONASIDA) y
del Centro Nacional para la Prevencién y Control del VIH/SIDA (CENSIDA). Aunado a esto,
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se logro la creacidn de una red de clinicas para el cuidado y la prevencion del VIH/SIDA y
de Infecciones de Transmisiéon Sexual (CAPASITS) y la implementaciéon de campafias de

prevencidn especialmente orientadas a grupos vulnerables [45].

En cuanto a la Terapia Antirretroviral (TAR) el panorama fue mas dificil, pues no fue sino
entre los afos 1997 y 1998 que se logro la aprobacién de la compra de farmacos y hasta

2003 se logré su distribucion a personas fuera de los grupos con seguridad social [45].

Segun las proyecciones del ONUSIDA para México existe un intervalo de 140,000 - 230,000
personas viviendo con VIH. Se estima una prevalencia de VIH en adultos (15 a 49 afios) de
0.2%, valor por debajo del porcentaje en América latina (0.4%) y en el mundo (0.8%);
mientras que la cobertura de antirretrovirales es de aproximadamente el 60% del total de
individuos infectados [51, 52]. Sin embargo, estas cifras podrian estar significativamente

subestimadas.

A pesar de los grandes avances que ha logrado México en materia de prevencion y
tratamiento de la enfermedad es necesario continuar con campafias de gran impacto a
nivel nacional para concientizar a la poblacidn sobre la gravedad de la infeccidén vy la
progresion a SIDA; enfatizando la importancia de la prevencién y de la deteccidon
temprana. Asi como continuar con la investigacion sobre VIH/SIDA, en el contexto de la

poblacién mexicana.
2.3. Origen y epidemiologia molecular del VIH.

Actualmente se sabe que el VIH-1 se origind a partir de saltos zoonéticos de un lentivirus
de chimpancés, el virus de inmunodeficiencia simiana (SIV¢:). A partir de estudios de las
secuencias nucleotidicas y de proteinas, ademds de analisis filogenéticos y de reloj
molecular, se ha determinado que existen cuatro grupos de HIV-I: el grupo M (“main”), el
O (“outlier”), el N (“new”) [53] y el grupo P. De estos grupos, el M es el mas extendido en
el mundo y presenta nueve subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K), los cuales presentan entre si
algunas diferencias en su comportamiento bioldgico y en su distribucidén geografica (Tabla

1) [46].
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Tabla 1. Grupos, subtipos y distribucion geografica del VIH [53].

TIPO GRUPO SUBTIFOS DISTRIBUCION

M A-K UNIVERSAL y
endémicos en Africa

HIV-1 o] CAMERUN
GABON
CONGO
GUINEA-ECUATORIAL

N - CAMERUN

Actualmente se han caracterizado ademads algunas variantes que incluyen secuencias
provenientes de la recombinacién de genomas de distintos subtipos por una co-infeccion.
Algunas de estas variantes se han diseminado dando lugar a las formas recombinantes
circulantes (CRF). Aunado a lo anterior, se ha descrito también que gracias a la gran
capacidad de variacion del VIH se generan multiples variantes ligeramente distintas entre
si, Ilamadas cuasiespecies virales, que coexisten en cualquier momento en un individuo

infectado.
2.4. Estructura del VIH: genoma y proteinas.

El VIH es un virus envuelto que pertenece a la familia Retroviridae [54]. El genoma del
Virus de Inmunodeficiencia Humana incluye a los tres genes caracteristicos de los
retrovirus que codifican para las proteinas estructurales y enzimas necesarias para
infectar: gag (gen antigeno grupo-especifico), pol (polimerasa) y env (envoltura). Este
genoma también contiene marcos abiertos de lectura (ORF) que estdn traslapados y que
codifican para proteinas reguladoras o accesorias: Vif, Vpu, Vpr, Tat, Rev y Nef, las cuales
ahora se sabe que cumplen funciones fundamentales para la replicacion del virus in vivo.
Las secuencias largas repetitivas (LTRs) se localizan en cada extremo y sirven, entre otras
cosas, de enlace con el genoma celular y para permitir la unidon de factores para la

transcripcion de los genes virales (Figura 7) [46, 54].
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Figura 7. Organizacion del genoma del VIH-I. Se observan tres ORFs principales que comprenden a los genes gag, pol y
env. Ademas, se observan seis ORF mas que codifican para las proteinas accesorias/reguladoras. Existen dos secuencias
de repeticion terminales que flanquean el genoma, LTR5’ y LTR3’ que contienen secuencias promotoras y reguladoras de
transcripcion [55].

Haciendo un analisis en microscopio electrénico, se observa que este virus tiene una
bicapa lipidica proveniente de la membrana celular [54]. En esta membrana se localizan
dos glicoproteinas en forma de espiculas: gp120, localizada en la superficie externa de la
membrana y gp41l, localizada de forma transmembranal. En la parte interna de esta
membrana se encuentra la proteina de matriz (p17, MA), encargada de proveer estructura
al virus. Dentro de la matriz esta una cépside conica (p24, CA) y un nucleo que contiene
dos cadenas, no complementarias, de RNA (+) de 9.3 Kb que forman el genoma del virus y
gue se encuentran unidas a la nucleoproteina p7 (NC), y las enzimas del virus: integrasa

(p32, IN), proteasa (p10, PR) y transcriptasa inversa (p66/p51, RT) (Figura 8) [46].
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Figura 8. Representacion de una particula madura del VIH. Se muestran la localizacién aproximada de las proteinas
estructurales, las enzimas y el genoma de este virus [56].
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2.5 Ciclo de replicacién.

La replicacion del VIH inicia con la unién de gp120 y la molécula CD4 de la célula blanco, la
cual funciona como receptor principal y esta presente en linfocitos T cooperadores,
macréfagos CD4* y algunas células dendriticas. Posteriormente la entrada del VIH requiere
de la unidn de la region V3 de gp120 a un correceptor. Existen varias moléculas que se han
identificado como posibles correceptores del virus, siendo los dos principales los
receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5. Esta unidn producira cambios conformacionales
exponiendo a gp41 que permitird el acercamiento y fusién de la membrana viral con la
membrana de la célula que es blanco. De esta manera la cdpside viral entra al citoplasma
del hospedero. A continuaciéon el RNA viral se transcribe a DNA de doble cadena por
medio de la RT. La insercién de este material genético se logra mediante la migracién al
nucleo del complejo de preintegracion (PIC) que incluye a la IN, NC, Vpr y al DNA recién
sintetizado. Una vez que el PIC se encuentra dentro del nucleo, la IN forma extremos
cohesivos y una ligasa une el DNA viral con el DNA de la célula hospedera. Al DNA viral
insertado en el genoma de la célula se le conoce como provirus y funciona como un gen

celular durante el tiempo de vida de la célula infectada [46, 54].

Después de la integracidn y para comenzar la replicaciéon del VIH es necesaria la induccién
de sus genes por medio de factores de transcripcion celular y proteinas virales reguladoras
como Tat. Los primeros RNAm virales producidos sufren varios eventos de corte y
empalme (splicing), formando, en la etapa temprana, las proteinas Tat, Rev, Nef, Vif, Vpry
Vpu. En la fase tardia de la infeccidn se favorece la concentracién de Rev, lo que favorece
la salida de los RNAm virales del nucleo, evitando asi los eventos de splicing. En
consecuencia, los RNAm virales de la etapa tardia se caracterizan por tener uno o ningun
evento de corte y empalme, lo que conlleva a la produccion de las poliproteinas Pol, Envy

Gag y los RNAs que se empaquetardn en las nuevas particulas virales [46, 54].

Los precursores Gag, Pol, Env y el nuevo genoma de RNA se dirigen a la superficie celular y
son ensamblados para estructurar viriones. El transporte y salida de las nuevas particulas

virales son dependientes de Vpu y las proteinas celulares del sistema ESCRT en unién con
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p6. Al gemar los nuevos viriones, éstos adquieren parte de la membrana lipidica del
hospedero y los productos del gen env (gp120 y gp41). Durante la maduracién del nuevo
virion, la enzima proteasa (autocatalizada) corta especificamente cada poliproteina para
formar las proteinas virales funcionales. El VIH maduro sera capaz de infectar a otras

células y comenzar nuevamente su ciclo de replicacion (Figura 9) [46, 54].
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Figura 9. Descripcion esquematica de los eventos que ocurren durante el ciclo de replicacion del VIH. Interaccién entre
gp120, CD4 y el receptor de quimiocinas (CCR5 o CXCR4). Fusién de membranas gracias a gp41, entrada de la CA,
desnudamiento del virion, transcripcidn inversa del genoma viral, formacién del complejo de preintegracion. Transporte
del complejo de preintegracién al interior del nucleo e integracién del DNA viral formando el provirus. Durante la
transcripcion temprana del DNA viral se generan las proteinas reguladoras, mientras que en las etapas tardias, se
producen las proteinas estructurales y los genomas de RNA viral que se empaquetardn en las nuevas particulas virales.
Transporte de RNA viral y poliproteinas a la membrana plasmatica, ensamblaje y liberacién de nuevos viriones por
gemacion. Maduracién del viridén por el corte de precursores gracias a la PR. Inicio de nuevo ciclo de replicacion [56].
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2.6. Historia natural de la enfermedad.

Durante la infeccion por el VIH se distinguen diversas etapas que son inducidas vy
diferenciadas por la interaccidn entre el virus y la respuesta inmune del hospedero. La
historia natural de la enfermedad se divide en las siguientes etapas sucesivas: etapa de
infeccién primaria o aguda caracterizada por altas cargas virales, asociadas a una
replicacion descontrolada del virus, asi como una caida temporal de la cuenta de
Linfocitos T CD4* en sangre; etapa intermedia o de latencia clinica, caracterizada por una
estabilizacién de la carga viral y la cuenta de linfocitos T CD4+ en sangre, con
concentraciones entre 200 a 500 células/ul; etapa tardia o crénica donde los pacientes
presentan concentraciones por debajo de 200 células T CD4*/ul, perdiéndose el control
parcial de la replicacidn viral con aumentos en la carga viral en sangre e incrementandose
el riesgo de adquisicion de infecciones oportunistas. Es en esta ultima etapa cuando se

presenta el SIDA y resulta en la muerte del hospedero [54, 57].

Durante las primeras seis semanas después de la exposicidn, algunos individuos infectados
desarrollan un sindrome agudo, caracterizado por valores elevados de viremia (carga viral)
en la sangre periférica y sintomas de tipo gripal. La fuente principal de viremia parece ser
los LT CD4* CCR5* de memoria, distribuidas principalmente en las mucosas y de manera
importante en la mucosa intestinal. Al mismo tiempo ocurre una notable reduccién de las

células T CD4* en circulacién; pero no tan dramdtica como sucede en las mucosas [57].

Posteriormente (6 a 8 semanas) se monta una respuesta inmune especifica,
principalmente celular, contra el VIH que provoca un descenso importante en la viremia
plasmatica, aumentando también los niveles de linfocitos T CD4+ en sangre, pero muy
rara vez hasta niveles de referencia; incluso, puede llegar a no observarse esta
recuperacién, como es el caso de la mucosa intestinal. En la fase subsiguiente, los
individuos entran en una etapa asintomatica clinicamente estable que, dependiendo de
factores inmunolégicos, viroldgicos y genéticos, puede durar un nimero variable de afios
[57]. En esta etapa las concentraciones del virus en la sangre periférica son relativamente

bajas, aunque la produccidn de nuevos viriones, la muerte y renovacién de células blanco
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es constante y ocurre a alto nivel. La replicaciéon del virus e infeccion de células
hospederas son procesos dinamicos que se equilibran por los procesos de depuracién
viral, muerte de células infectadas y abastecimiento de nuevos linfocitos T CD4*, lo cual
mantiene niveles plasmaticos estables de viremia y de células T CD4* [57]. Sin embargo,
esta viremia plasmadtica persistente aunada a varias estrategias del virus como la
formacién de reservorios de VIH latentes (LT CD4+, células dendriticas y macréfagos), su
gran capacidad de variacidn genética, el cambio de fenotipo bioldgico durante el curso de
la enfermedad y la extraordinaria tasa de replicacion, provocan la reduccidn gradual de los

linfocitos T CD4*, que invariablemente conduce a SIDA (Figura 10) [54].
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Figura 10. Historia natural de la enfermedad causada por VIH. Se observa la variacion de los linfocitos T CD4+ y del
numero de copias de RNA del VIH a través de las diversas etapas en las que se divide la enfermedad. Modificada de [56].

La fase de SIDA se caracteriza por una inmunodeficiencia grave, lo que conlleva a una
mayor susceptibilidad de contraer enfermedades oportunistas como tuberculosis,
neumonia o histoplasmosis, que eventualmente ocasionan la muerte del individuo
infectado. Con el objetivo de controlar la replicacion del VIH, en la actualidad se utilizan
combinaciones de farmacos que interfieren con diversos eventos en el ciclo de replicacién

del virus [56, 57]. La administracidn oportuna y ordenada de estos fdrmacos permite un
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aumento en el numero de LT CD4* en sangre y una disminucion hasta niveles
indetectables de la carga viral en plasma, lo que detiene la progresion de la enfermedad y
disminuye significativamente la incidencia de enfermedades oportunistas con una mejoria

notable en la calidad de vida del individuo [54, 57].
2.7. Respuesta inmune contra el VIH.
2.7.1. Respuesta innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa durante la fase temprana de la
infeccion por VIH. Las células del sistema inmune implicadas son: células asesinas
naturales (NK), monocitos, linfocitos T gamma/delta (LT yd) y células dendriticas (DC) [57].
Estas células tienen inicialmente funciones efectoras y posteriormente adquieren
funciones reguladoras, ayudando a las células de la inmunidad adaptativa. Aunado a lo
anterior, las células de la inmunidad innata tienen la capacidad de secretar citocinas como
IL-2, IL-12, IL-4, IL-10 e IFN-y, y quimiocinas como MCP-2, MIP-1a, MIP-1 3 e IFNo/f que

ayudan al control de la infeccién [58].

Los linfocitos T YO se localizan en las mucosas y generalmente no reconocen antigenos
peptidicos presentados por moléculas HLA, sino que interactian directamente con
antigenos no peptidicos o con proteinas de estrés celular. Los LT yd producen citocinas
tipo Tul y Tu2, ademads lisan a células blanco infectadas por VIH. Estas células también
generan factores antivirales supresores como RANTES (Regulador durante la Activacion
Normal de linfocitos T Expresados y Secretados), MIP-1a y MIP-13 que se unen al co-

receptor del virus, CCR5, disminuyendo su expresién [58].
2.7.2. Linfocitos T CD4".

Los linfocitos T CD4+ o linfocitos T cooperadores (Th) son una poblacién celular cuya
funcién estd determinada de acuerdo a las citocinas que producen y secretan. Por tanto,
se pueden dividir en Th1, que activan macrdfagos y producen citocinas con efectos
proinflamatorios y citotdxicos; y las Th2, que producen citocinas promotoras de la sintesis
de inmunoglobulinas, cambio de isotipo y reacciones anafilacticas. En el desarrollo de una
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respuesta inmune se favorece uno u otro tipo; en el caso del VIH, se ven favorecidas las

Th1 [57, 58].
2.7.3. Linfocitos T CD8".

Los linfocitos T CD8* o citotdxicos (CTL) son esenciales para el control de infecciones
virales. Los CTL se estimulan por antigenos presentados a su receptor de células T en el
contexto de moléculas HLA de una célula presentadora de antigeno (APC). Esto activa las
funciones efectoras de los CTL, las cuales pueden dividirse en dos tipos: produccién de
factores solubles (citocinas y quimiocinas) y funcidn citotéxica o lisis de la célula infectada

[58].

En el caso de la liberacion de factores solubles, los linfocitos CD8* pueden secretar IFN-y
gue tiene actividad antiviral pues, por una compleja cascada de activacidn, provoca que
las células cercanas se vuelvan relativamente resistentes a una infeccién viral productiva.
Ademas los CTL también producen y secretan 3-quimiocinas (MIP-1c, MIP-13 y RANTES)
que se unen a la molécula CCR5, bloqueando asi la unién del VIH con su co-receptor,
promoviendo la internalizaciéon de este co-receptor y disminuyendo la habilidad del VIH

para infectar las células blanco [57, 58].

Por otro lado, se sabe que los CTL median la muerte de la célula que es blanco por dos vias
principales: la primera es la via granulo-dependiente, donde son liberadas moléculas
citotoxicas como perforinas y granzimas, causando la muerte de la célula infectada. La
segunda via es independiente de granulos citotéxicos y en ésta la molécula FasL (ligando
de Fas) presente en la membrana de los CTL encuentra al receptor Fas (CD95) en la célula
infectada. Al unirse a su ligando el receptor es capaz de inducir la muerte por apoptosis de

la célula [58].
2.7.4. Anticuerpos.

La respuesta inmune por parte de los linfocitos B se desarrolla dentro de la primera
semana después de encontrar valores detectables de viremia y son determinados de

forma inicial como complejos antigeno-anticuerpo. A esta fase le sigue la aparicién de
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anticuerpos anti-gp41 y anticuerpos anti-pg120. Sin embargo, estos anticuerpos no tienen

efectos importantes sobre la viremia.

Por otro lado, no es sino hasta varios meses después que los anticuerpos neutralizantes
(NAbs) aparecen. Los NAbs actuardn contra la cepa infectante y no son capaces de
neutralizar virus divergentes. La habilidad del VIH para evadir la respuesta inmune y su
amplia diversidad antigénica provoca que el control ejercido por los anticuerpos sea

limitado.

Adicionalmente, los anticuerpos pueden actuar en forma conjunta con células efectoras
para provocar citotoxicidad mediada por anticuerpos, eliminando de esta manera a las
células infectadas. En cuanto al rol protector que juegan los anticuerpos en las mucosas se

conoce poco y es necesario realizar mas estudios [59].

3. VIH y Microbiota.

3.1 Relacion entre VIH y la microbiota intestinal.

El sistema gastrointestinal es un punto de entrada comun para microorganismos
patdgenos; sin embargo, los factores antimicrobianos secretados por la mucosa intestinal
junto con la estructura especifica de la misma (uniones estrechas y presencia de células
inmunes) limitan la translocacién de estos microorganismos a través de la barrera
epitelial. Bajo condiciones normales, la microbiota proveerd sefiales al sistema inmune
gue favoreceradn el mantenimiento de un estado inflamatorio saludable en la mucosa; lo
cual, mejora la resistencia a la infeccién por patégenos. Durante una infeccidn aguda, la
barrera epitelial del intestino puede ser traspasada, y la deteccion de moléculas

microbianas estimulara una respuesta exaltada del sistema inmunolégico (Figura 11) [60].

Como se ha mencionado anteriormente, algunas caracteristicas distintivas de la infeccion
por VIH son un profundo agotamiento de los linfocitos T CD4+ y la activacidn crdénica del
sistema inmunoldgico, dejando a los individuos infectados por VIH susceptibles a

infecciones oportunistas potencialmente fatales [61, 62].

22



a Equilibrio Inmunolégico

Simbiontes Comensales Patobiontes
= = =
o — =00 =
s s s | s s f | s Y s | s
Ye=TeT: P ¥ o W W oo

li

b Desequilibrio Inmunolégico Patogenos
e {}

¥

Inflamacién

Regulacian

Figura 11. Desequilibrio inmunoldgico asociado a la disbiosis de la microbiota. a) Una microbiota saludable tiene una
composicion balanceada de diferentes microorganismos. Los simbiontes son aquellos con una funcién que promueve el
estado de salud. Los comensales son residentes permanentes que no tienen una funcién benéfica o dafiina conocida. Los
Patobiontes son residentes permanentes de la microbiota que bajo ciertas condiciones tienen el potencial de causar
alguna patologia. b) Bajo condiciones de disbiosis hay una alteracién en la composicion de la microbiota, lo que
desencadena un proceso inflamatorio no especifico. Esto predispone al hospedero a una enfermedad de causa
inflamatoria posiblemente causada por patégenos. Modificada de [11].

Ahora bien, el tracto intestinal es un sitio importante para la replicacion del VIH y
probablemente un reservorio importante para la persistencia viral [63]. Esto se da debido
a que el tejido linfoide asociado al intestino o GALT, alberga a cerca del 60% de todos los
linfocitos CD4+ de memoria encontrados en el cuerpo; los cuales, son un objetivo
temprano del virus durante la fase aguda de la enfermedad [7]. Por tanto, durante la fase
aguda de la infeccién por VIH, las defensas inmunes de la mucosa intestinal se ven

profundamente afectadas.

Se cree que la masiva y rdpida deplecién de los linfocitos en el GALT es la causa
subyacente del progresivo deterioro de las funciones del sistema inmune intestinal y del
sistema digestivo, que colectivamente se conocen como enteropatia [63]. Esta
enteropatia esta caracterizada por un proceso de mala absorcidn, aumento de la
permeabilidad intestinal y la translocaciéon microbiana, lo que en conjunto dard como
resultado clinico: diarrea y desnutricién. Este proceso tiene un devastador impacto en la

calidad de vida de los individuos infectados por el VIH [64].
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En la infeccidn por VIH, tanto la enteropatia como otras comorbilidades no asociadas con
SIDA (e.g., enfermedad cardiovascular, osteoporosis, desordenes neurocognitivos) son
causadas por los niveles anormales de activacion del sistema inmune y de inflamacién
[62]. La replicacidn residual que existe del VIH en el contexto de un ambiente inflamatorio
perpetuara este estado de inflamacién, debilitando la integridad de la barrera epitelial; lo
que favorecerd la translocacion de productos bacterianos (como LPS y DNAr 16S) a la
periferia (Figura 12). Diversos estudios han observado esta asociacién de la infeccién
cronica por el VIH con la translocacion de productos microbianos en la circulacién

sistematica debido a una ruptura de la barrera epitelial de la mucosa [62, 65-67].
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Figura 12. Circulo vicioso en la infeccidn por VIH. a) La infeccidn por el virus causa dafio en la integridad de la mucosa
del tracto gastrointestinal, resultando en una continua y sistémica exposicidn a los productos microbianos. El VIH y los
productos microbianos causaran activacién de los linfocitos T CD4+, provocando que se tengan mas células blanco y
altos niveles de replicacion viral. Mecanismos directos e indirectos favorecerdn la perdida de estos linfocitos, ampliando
la inmunodeficiencia y provocando mayores niveles de translocacion. b) La activacidn crénica del sistema inmunoldgico
resulta en dafio a tejidos linfoides, lo que a su vez causa una disfuncién inmune. Esta inmunodeficiencia provocada
resulta en un exceso de patégenos no controlados y, por lo tanto, mayor activacion inmune. Este estado de inflamacidn
crénica predice y acelera el desarrollo de SIDA y de condiciones no asociadas a SIDA, como enfermedad cardiovascular.
Modificada de [68].
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Esta translocacidén sistematica se correlaciona con la produccién de citocinas pro-
inflamatorias y la activacion del sistema inmune [65, 69]. En los individuos infectados por
VIH los niveles de los marcadores de la translocacion bacteriana, inflamacidn y activacién
(e.g., CD14s, I-FABP, EndoCab) son anormales en comparacion con individuos no
infectados [67, 70-73]. Esto estimula y prolonga aln mas este proceso de activaciéon e
inflamacién, generando un circulo vicioso y contribuyendo con la apoptosis de los
linfocitos T CD4+. Actualmente, se ha podido establecer un vinculo directo entre este
dafio a la barrera epitelial, la activacion crénica del sistema inmune y la progresién de la

enfermedad a SIDA (Figura 12) [74].

Conociendo que la infeccidon por VIH estd asociada con inflamacidon intestinal y que la
microbiota intestinal puede ser alterada en enfermedades inflamatorias, cambios en la
composicion de la microbiota pueden ser esperados en los individuos VIH+. Algunos

estudios ya han logrado observar estas asociaciones.

Gori y colaboradores fueron los primeros en reportar evidencias sobre una disbiosis en los
individuos infectados, observando un aumento de Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans y la disminucion de Bifidobacteria y lactobacilos [71, 75]. En 2011, un estudio
conducido por Ellis y colaboradores describié una asociacidon positiva entre la activacién
de linfocitos T CD8+ y Bacteroidales y una asociacion negativa entre el conteo de linfocitos
T CD4+ y Enterobacteriales en individuos VIH+ sin tratamiento [67]. En estudios
posteriores se mostrd que la microbiota de individuos infectados que presentan un perfil
inflamatorio, tienen un patréon de especies bacterianas distinto al de otras enfermedades
con caracteristicas inflamatorias y presenta similitudes con los perfiles observados en la
microbiota de una alimentacién rica en carbohidratos y deficiente en grasas y proteinas

(disminucion de la diversidad microbiana y comunidades ricas en Prevotella) [76].
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Figura 13. Algunas alteraciones en la microbiota asociados a la infeccion por VIH. A) La diversidad en los individuos
VIH+ sin TAR (TAR-) es menor que la de los individuos no infectados (VIH-) e individuos VIH+ con TAR (TAR+), pero sélo la
comparacion con los VIH- fue significativa (p<0.05). B) En este grifico de componentes principales se observa que los
individuos TAR+ tienden a agruparse mas con los individuos VIH-, mientras que los TAR- estdn mas dispersos a lo largo
del grafico. C) A nivel de Phylum la abundancia de Firmicutes esta significativamente reducida en individuos TAR-
comparado con VIH- (ANOVA, g=0.06), mientras que Fusobacteria estd enriquecida (ANOVA, g=0.11). Modificada de
[77].

De forma interesante, un par de estudios del 2013 mostraron que la disbiosis observada
en la infeccidon por VIH estd asociada con altos niveles de catabolismo del triptéfano y de
produccién de acido butirico; lo que en parte, podria explicar bioquimicamente el
incremento de los marcadores de inflamacion y progresion de la enfermedad [78, 79].
Posteriormente, Dillon y su equipo de trabajo demostraron una elevacion en el nimero de
células inmunes activadas y translocacidon bacteriana, asociados a un aumento de
Proteobacteria y disminucién de Firmicutes. A nivel género, observaron esta asociacion
significativa con el aumento de Prevotella y la disminuciéon de Bacteroides [70]. McHardy
por su parte observd cambios en algunos de los géneros menos abundantes, deplecién de

Ruminococcus y  Lachnospira y enriquecimiento de Fusobacteria, asociados con
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alteraciones en algunos procesos bioquimicos (metabolismo de aminoacidos, sintesis de

vitaminas, entre otros) (Figura 13) [77].

De forma colectiva, y a pesar de que han sido realizados mediante diversas metodologias,
muestras y cohortes, todos estos estudios muestran que la infeccion por VIH estd
asociada, de forma consistente, con una alteraciéon en el estado homeostatico de las

comunidades microbianas a través de todo el tracto gastrointestinal.
3.2. Terapia antirretroviral y la microbiota intestinal.

La llegada de la terapia antirretroviral (TAR) mejord significativamente el prondstico de los
individuos infectados por el VIH. Sin embrago, se ha observado que los individuos que han
estado bajo tratamiento de larga duraciéon todavia presentan una mayor tasa de
mortalidad al ser comparados con individuos no infectados. Esta mortalidad aumentada
estd asociada con los procesos de inflamacidn y activacién descritos arriba, los cuales
persisten a pesar de tener niveles indetectables de viremia [68]. Aunado a esto, la
restauracion de los linfocitos T CD4+ asociada al uso de la TAR, y que es observada en
sangre periférica, no es evidente en los linfocitos del GALT debido a una replicaciéon
residual del virus y a la dificultad de iniciar la TAR en las etapas tempranas de la

enfermedad (Figura 14) [80, 81].

Por si fuera poco, el largo uso de la terapia antirretroviral estd asociado con el desarrollo
de toxicidad, anormalidades metabdlicas y la aparicién de variantes virales resistentes.
Asimismo, se ha observado que algunos antirretrovirales tienen como efecto secundario
algunos sintomas gastrointestinales, tales como diarrea. Estos efectos son
particularmente evidentes en las TAR basadas en inhibidores de proteasa y potenciadas
con Ritonavir (lopinavir/ritonavir) y no son evidentes en otros tipos de tratamiento como

los basados en Efavirenz [30].

Ahora bien, a pesar de que los niveles de marcadores de activacién, inflamacién vy
translocacién disminuyen bajo una TAR efectiva, permanecen elevados al comprarse con

controles no infectados y son dependientes de la restauracion inmune y de la barrera
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epitelial (Figura 14) [65, 82]. De igual manera, los estudios sobre la microbiota han
observado que la disbiosis manifestada en individuos virgenes al tratamiento persiste, en

un menor grado, en individuos bajo TAR (Figura 13) [63].

Pobre regeneracion de LT
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Disfuncion de células
inmunes

Dafo en mucosa
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Figura 14. La activaciéon inmune mantiene la persistencia viral durante el uso de TAR. El dafio en el sistema linfoide
asociado a la infeccién por VIH sdlo es parcialmente reversible. Durante una TAR de larga duracion, la disfuncién inmune
residual tiene como consecuencia una inmunodeficiencia, altas cantidades de patdgenos vy activacién inmune. La
activacion inmune en cambio favorece la migracidon de LT a lugares de alta replicacidn viral, la generacion de células
activadas y susceptibles blancos y la produccidn viral de células que se encontraban latentes. La replicacion/produccion
residual de virus en consecuencia contribuye en el sostenido dafio al tejido y activacion inmune. Modificada de [68].

El estudio mas reciente sobre microbiota en individuos infectados por VIH es el realizado
por Mutlu, en el cual observa que en general los individuos infectados bajo TAR presentan
una disminuciéon en la diversidad microbiana, con un correspondiente incremento de
Proteobacteria, Fusobacteria y Prevotella al comparar con individuos no infectados [72].
Los estudios de Lozupone, McHardy y Vujkovik muestran que las alteraciones observadas
en la diversidad y composiciéon de la microbiota se encuentran en valores intermedios
entre individuos infectados sin TAR e individuos no infectados, evidenciando una
restauracién incompleta [76, 77, 79]. Estos valores a veces son mas parecidos hacia uno u

otro extremo sin llegar a dilucidar aun el porqué de esta observacién.
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La infeccion por VIH ejemplifica claramente la importancia de los microorganismos del
intestino en la patogénesis de una enfermedad infecciosa. La relacién entre la
composicion de la microbiota intestinal y las anormalidades en el sistema inmunoldgico en
la infeccion por VIH podria proveer una idea de como la alteracién en la microbiota y

todas sus consecuencias impacta en esta enfermedad [67].

Son necesarios mas estudios para poder aclarar cudles son las alteraciones en la
microbiota especificamente asociadas a la infeccion por VIH, tomando en cuenta los

posibles factores confusores, como: dieta, genética, terapia antirretroviral, etcétera.
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CAPITULO II. ANTECEDENTES.

1. Antecedentes.

El identificar el origen de la inflamacion crénica del sistema inmunoldgico es de gran
importancia en la lucha contra la infeccién por VIH. Numerosos estudios han demostrado
una relacion directa entre la activacidn del sistema inmune y la translocacién microbiana,
pero la fuente y el tipo de factores desencadenantes siguen siendo motivo de
investigacion. La gran cantidad de marcadores inflamatorios asociados a la patogénesis
del VIH y las interacciones moleculares y celulares entre el sistema inmunolégico y la

microbiota intestinal son factores de integracion que podrian ofrecer un mecanismo.

La mayoria de los estudios se han centrado en el impacto de la translocaciéon microbiana
en la activacidn crénica del sistema inmune en la enfermedad del VIH. Nuestro estudio se
centrara en investigar la composicién de la microbiota intestinal como candidato para
poder aclarar cdmo la translocacion microbiana afecta la infeccion por VIH y su

progresion.

Un posible modelo de la patogénesis del VIH sugiere que el dano infligido a la mucosa del
intestino durante la fase aguda de la infeccién por VIH (deplecién de las células T CD4+)
conduce a la translocacion microbiana que a su vez contribuye con la activacién crdnica
del sistema inmunoldgico y con la progresidon y mortalidad de la infeccidon por VIH [74]. Sin
embargo, el papel de la composicién de la microbiota en la infeccidn por VIH adn queda
indefinido. Son pocos los estudios que han tratado de identificar un vinculo especifico

entre la composicion de la microbiota y la progresién de la infeccién.

Los estudios sobre el impacto de la diversidad de la microbiota en la progresion de la
enfermedad por VIH cobran aun mayor relevancia al conocer la fuerte dependencia de la
composicion de la microbiota con habitos alimenticios y de higiene, asi como con el
contexto genético de diversas poblaciones. El entendimiento del papel de la microbiota
intestinal en la progresion de la enfermedad por VIH podria culminar en nuevas

estrategias de tratamiento que regulen la composicidon del mismo, que impactarian en la
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salud y calidad de vida de los pacientes que viven con el virus. Ademas, estos estudios
aportarian informacién valiosa para el entendimiento no sélo de los mecanismos de
inmunopatogénesis del VIH, sino también de enfermedades complejas y de componente

autoinmune.
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CAPITULO III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.
1. Hipotesis.

Dados los cambios en la inmunidad de la mucosa (deplecion de las células CD4+, la
translocacion microbiana y la activacién crénica del sistema inmune) y la pérdida de
funcién de la barrera epitelial asociados a la infeccion por VIH, la composicién de la
microbiota intestinal estara modificada en individuos que viven con VIH en relacién con
individuos no infectados. De igual manera, el uso de tratamiento antirretroviral y el tipo

de tratamiento utilizado impactara en la composicion de la microbiota intestinal.

2. Objetivos.
2.1. Generales.

Describir la composicién de la microbiota intestinal caracteristica de un grupo de
individuos mexicanos infectados por VIH en diferentes etapas de la infeccién en
comparacion con un grupo de individuos no infectados utilizando la técnica de
secuenciacion masiva del gen codificado por el DNA ribosémico 16S, asi como posibles
alteraciones en la misma debido al uso de tratamiento antirretroviral y al tipo de

tratamiento utilizado.
2.2. Particulares.

» Estandarizar la técnica de secuenciacion masiva para diferentes regiones
hipervariables del gen 16S.

» Determinar qué region hipervariable es la mas informativa sobre la diversidad de la
microbiota intestinal.

» Determinar la diversidad en la microbiota intestinal de diferentes grupos de
individuos VIH+ y VIH- mexicanos.

» Encontrar patrones caracteristicos en la composicién de la microbiota intestinal
asociados a diversos factores (e.g., dieta, uso de tratamiento, tipo de tratamiento

utilizado, infeccién por VIH).
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CAPITULO IV. METODOLOGIA.
1. SELECCION DEL GRUPO DE ESTUDIO.

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética en Investigacién del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias con el cédigo B36-12 (Anexo A). Todos
los individuos que fueron reclutados para el estudio firmaron una carta de consentimiento
informado (Anexo B). El estudio fue dirigido de manera transversal y el Unico criterio de
exclusién que se utilizé fue el uso de antibiéticos dentro de las dos semanas anteriores a
la toma de muestras. Se reclutaron 68 individuos con diagnostico confirmado de
enfermedad por VIH (VIH positivos); de los cuales, 25 eran virgenes al tratamiento (naive),
20 se encontraban bajo el esquema de Efavirenz, 17 se encontraban bajo el esquema de
inhibidores de proteasa (Lopinavir o Atazanavir potenciados con Ritonavir) y 6 individuos
fueron controladores (carga viral <2000 copias/mL por al menos 1 afio) [83]. Ademas se
reclutaron 9 individuos no infectados por VIH de entre los familiares de los individuos
infectados. Aunados a estos individuos se obtuvieron las muestras de 7 voluntarios no
infectados para realizar la estandarizacion de la técnica. De cada uno de los individuos se
recolectaron, en una Unica toma, de 5 a 10 g de heces que fueron congelados a -80°C

hasta su posterior procesamiento.
2. EXTRACCION DE DNA.

A partir de las muestras de heces se realizd la extraccion de DNA total con el estuche de
reactivos QlAamp® DNA stool mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA). Brevemente, en esta
técnica se utilizd una solucién llamada ASL que junto con una incubacién a 95°C, permite
la lisis de las células presentes, liberando el DNA presente. Después se afiadieron unas
tabletas que contienen una matriz capaz de adsorber las sustancias que pudieran daiar el
DNA o inhibir la PCR. Posteriormente, el sobrenadante fue incubado junto con proteinasa
K para eliminar todas las proteinas presentes. A continuacién se centrifugd y el
sobrenadante fue colocado en una columna de silice lo cual posibilité que el DNA presente

se uniera a la columna. La columna fue lavada dos veces con distintas soluciones
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amortiguadoras para eliminar posibles contaminantes. Finalmente, el DNA fue eluido

utilizando una solucién de baja fuerza idnica.
3. CUANTIFICACION DEL DNA

Se determind la concentracion del DNA extraido por medio de un espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE) para poder ajustar la
concentracién de DNA en la reaccién de amplificaciéon (20 ng/uL). La pureza del DNA
purificado fue evaluada por la relacion entre acidos nucleicos/proteinas (absorbancia

260/280), buscando valores mayores a 1.8.
4. AMPLIFICACION DE LAS REGIONES HIPERVARIABLES DEL GEN 16S.

Para amplificar la muestra de DNA extraido se utilizd una Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Esta técnica permitié amplificar fragmentos hipervariables especificos
del gen 16S de diferentes tamafios (V2, V3, V5, V6). Se utilizdé un termociclador Veriti 96
well Thermal Cycler (Life Technologies, Carlsbad, CA). Ademas de las muestras se utilizd un

control positivo (estandar de Escherichia coli) y un control negativo (Agua).

Para la amplificacion se utilizaron unos fusion primers, los cuales son primers que ademas
de tener la secuencia de reconocimiento de la regidon de interés, estan unidos a 4
adaptadores distintos (Figura 15). Estos adaptadores permiten el reconocimiento de las
diferentes secuencias por el equipo durante el proceso de secuenciacion (A, key, P1) y la

diferenciacién entre muestras distintas (barcode).

Primer
—_— Primer
A Barcode Key | Fw I |
_ .I. R lll
[ | |
.., 4
Rv - trPl

Adaptadores ' ——

Adaptadores

Fragmento de interés

Figura 15. Representacion esquematica de la técnica de fusion primers. Los adaptadores para la generacidon del
amplicén que serd utilizado en los templados de la plataforma lon PGM fueron fusionados, de acuerdo con los
protocolos del fabricante, a primers optimizados (Forward o FW y reverse o RV) para amplificar diversas regiones
hipervariables del gen 16S. Se incluyeron 10 diferentes barcodes en el primer forward para poder obtener muestras
multiplex.
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Las secuencias de los primers utilizados se enlistan en la Tabla 2. Para el disefio de estos
primers se utilizaron reportes previos observados por Nossa y colaboradores, los cuales
estdn optimizados para identificar bacterias, incluso en una microbiota de composicion

compleja [84].

Tabla 2. Primers para amplificacién de regiones hipervariables del gen DNAr 16s.

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TACGGRAGGCAGCAG AGGGTATCTAATCCT

AACAGGATTAGATACCCTGGTAG GGTTCTKCGCGTTGCWTC

CWACGCGARGAACCTTACC ACRACACGAGCTGACGAC

La enzima utilizada fue Platinum® Taqg DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad,

CA), utilizando la mezcla de reactivos mostrada en la Tabla 3.
Tabla 3. Mezcla de amplificacidn para regiones hipervariables.

Componente Volumen por muestra

Volumen Final 25.00 pL

Se aplicd el siguiente programa para el termociclador: 1 ciclo de 3 min a 94°C, seguido de
25 ciclos a de 30 s a 94°C, 45 s a 55°C y 1 min a 72°C, finalmente se aplicd un ciclo de 10
min a 72°C.
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5. VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.

Para comprobar que se llevd a cabo una exitosa amplificacion del fragmento deseado se
realizé una electroforesis en un gel de Agarosa al 2%, utilizando un marcador de peso
molecular de 100pb (Invitrogen, Carlsbad, CA) y seleccionando como positivas aquellas
bandas que se encontraran aproximadamente en los tamafios correspondientes para cada
una de los amplicones de las regiones hipervariables (V2 = 377 pb, V3 = 255 pb, V5 = 265
pb, V6 = 178 pb).

6. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.

Los productos de amplificacién con un tamafio adecuado fueron purificados por medio
del estuche de reactivos Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Pasadena, CA), el cual
permite que el DNA se una a perlas magnéticas y de esta manera, al colocar una barra
magnética, lograra la separacion del DNA de los contaminantes presentes. Posteriormente
se lavaron las perlas con etanol para eliminar cualquier contaminante remanente y se
eluyé el DNA en presencia de una solucion de baja fuerza idnica y pH alcalino (solucién de

Tris-EDTA, pH=8.0).
7. CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.

Se cuantificd el material purificado mediante el kit Qubit® dsDNA HS (Life Technologies,
Carlsbad, CA, el cual permite la unidon de marcadores fluorescentes al material genético
gue permiten su deteccién y cuantificaciéon al comparar con una curva estandar. Esta
cuantificacién permitié realizar mezclas equimolares de los amplicones de hasta 5
individuos. Las mezclas equimolares fueron corridas en un gel E-Gel® SizeSelect (Life
Technologies, Carlsbad, CA) para eliminar posibles fragmentos muy cortos o muy largos y
finalmente, se volvieron a purificar mediante el kit Agencourt AMPure XP y a cuantificar

mediante el kit Qubit® dsDNA HS.
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8. SECUENCIACION

El primer paso fue la preparacion del templado y para realizarlo las mezclas equimolares
fueron ajustadas a una concentracion de 20 pM. Las mezclas ajustadas fueron corridas en
el equipo lon OneTouch™ 2 (Life Technologies, Carlsbad, CA), el cual mediante una PCR en
emulsion permite la generacion de los templados. Posteriormente, los templados
obtenidos se enriquecieron con el equipo OneTouch™ ES (Life Technologies, Carlsbad, CA),
segln las especificaciones del fabricante. La secuenciacién se realizé utilizando el equipo
lon Personal Genome Machine® (PGM™) (Life Technologies, Carlsbad, CA), con una
guimica de secuenciacion de 200 pb y chips 316 V2. Las corridas de cada chip fueron
visualizadas mediante el Torrent Browser y de igual manera se descargaron las secuencias

de cada chip para su posterior andlisis.
9. ANALISIS BIOINFORMATICO

Las secuencias obtenidas para cada individuo fueron filtradas por calidad (Q20) y tamafio
(dependiendo del tamafo del amplicon) y todas aquellas secuencias que pasaron este
filtro fueron analizadas mediante el software QIIME v.1.8. Este software permite la
formacién de unidades taxondmicas operacionales u OTUs, que son grupos de secuencias
con un 97% de identidad entre ellas. En este software se pueden elegir diferentes formas
de analizar las secuencias para obtener los OTUs dependiendo del tipo de datos que se
tengan. En nuestro caso se utilizd el proceso conocido como: seleccién de OTUs con
referencia abierta u “open-reference OTU picking”. Mediante este proceso de formacion
de OTUs, las secuencias son comparadas contra una coleccién de secuencias referencia
para formar los grupos, y todas aquellas secuencias que no alineen con la coleccion
referencia son subsecuentemente alineadas y agrupadas entre ellas. Posteriormente se
realiza la determinacién taxondmica de las secuencias encontradas en los diferentes

individuos al comparar con la base de datos de GreenGenes (Mayo, 2014).

De igual manera, al utilizar esta plataforma bioinformatica se pudo obtener la alfa
diversidad, que equivale a la diversidad observada dentro de una muestra o grupo de

muestras. En esta plataforma la alfa diversidad se evalia mediante 4 indices: Observed
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Species (nUmero de grupos presentes, al tener mas grupos habrd mayor diversidad),
Shannon (abundancia relativa de los diferentes grupos presentes, al tener una mayor
abundancia de un grupo en especifico habra menor diversidad), Chao 1 (cantidad de
especies raras o Unicas presentes, al tener mayor numero de este tipo de grupos mayor
serd la diversidad) y Phylogenetic Diversity (cantidad de grupos con una filogenia mas
alejada entre ella, al tener un mayor nimero de grupos con una filogenia mas alejada

entre ellos mayor serd la diversidad).

Finalmente, también es posible obtener la beta diversidad, que equivale a la diversidad
observada al comparar diferentes grupos de muestras con caracteristicas particulares. La
visualizacién de la beta diversidad se obtiene por medio de un grafico de componentes
principales, determinando de esta manera si existian diferencias entre los diferentes
grupos de estudio. Los resultados utilizados en todos los casos fueron los
correspondientes a los andlisis mediante Weighted UniFrac, pues este toma en
consideracion no sélo presencia o ausencia, sino abundancia relativa. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron a nivel de phylum, familia y género, mediante
pruebas no paramétricas: U de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis (seguida de una prueba de
Dunn para multiples comparaciones) y ANOVA de 2-vias (seguida de una prueba de

Bonferroni), todo mediante el programa GraphPad PRISM 5.
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CAPITULO V. RESULTADOS.
1. Estandarizacion de la técnica.

El gen de DNAr 16S contiene diversas regiones hipervariables que son utilizadas, de
manera individual o en conjunto, para realizar la clasificacion taxonémica de comunidades
microbianas. Estudios previos sobre microbiota han utilizado de manera preferencial
algunas de estas zonas debido a la calidad de los resultados obtenidos. En el presente
estudio se decidid analizar qué region nos permitiria obtener los resultados de mejor
calidad de acuerdo a la metodologia utilizada (uso de fusion primers, plataforma de

secuenciacion lon PGM y analisis bioinformatico por medio de QIIME).

Para la estandarizacién se analizaron las muestras de 7 voluntarios no infectados por el
VIH (distintos de los utilizados para el estudio transversal), secuenciando cuatro regiones
diferentes: V2, V3, V5, V6. Estas regiones varian en tamafo, siendo V2 la mds grande y V6
la mds pequefia (Tabla 4). Ahora bien, esta variacién en los tamafios afecta en el nimero
de secuencias perdidas al realizar el filtrado por tamano. Esto es debido a que entre mas
grande sea el fragmento por secuenciar mas dificil sera para la plataforma lograr que
todas las secuencias obtenidas alcancen el tamafio deseado. De esta forma se observd
que una enorme cantidad de las secuencias obtenidas para V2 (97%) se perdian después
de aplicar este filtro. Por otro lado, para las regiones V3, V5 y V6 se pierde en promedio
solamente el 46% de las secuencias, permitiendo tener mas de 100,000 secuencias para
gue los andlisis posteriores sean mas confiables (Tabla 4). Para las cuatro regiones la

cantidad de secuencias perdidas debido al filtrado por calidad (Q20) fue <10%.

Tabla 4. Secuencias obtenidas para cada region hipervariable.

Tamaino promedio de | Secuencias promedio | Secuencias promedio | Pérdida promedio de
las secuencias (pb) antes del filtrado después del filtrado secuencias (%)
V2 200 248,918 4,460 97.0
V3 150 400,010 210,269 46.4
V5 125 472,236 200,714 52.5
V6 70 782,050 443,466 41.0
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El siguiente paso fue analizar las secuencias y observar de qué manera se distribuyeron las

abundancias relativas de los diferentes phyla para cada regién (Figura 16). Lo primero que

se observd fue que la clasificacion taxonémica por medio de la regiéon V5 muestra

proporciones de los phyla mas abundantes (Firmicutes y Bacteroidetes) totalmente

invertidas al comparar con las otras regiones analizadas y con lo reportado previamente.

Esto se podria explicar debido a que V5 es, dentro de las regiones hipervariables, la que

presenta menos grado de variabilidad; lo que podria provocar errores en la clasificacion

de las secuencias obtenidas. Por esta razén esta regiéon quedo descartada.

Diversidad encontrada a nivel Phylum

100%
90%
80%
©
2
® 70%
]
[
S 60%
c
©
o
S 50%
-
<
3 40%
©
c
©
S 30%
]
=
20%
10%
0%
V2 V3 V5 V6
M Tenericutes 0.70% 0.20% 1.20% 1.50%
= Proteobacteria 1.30% 2.00% 26.70% 3.00%
W Fusobacteria 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
M Firmicutes 3.40% 5.30% 66.70% 5.10%
H Cyanobacteria 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
M Bacteroidetes 94.50% 88.80% 2.70% 79.20%
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B Otros 0.10% 1.00% 2.50% 11.10%

Figura 16. Diversidad encontrada a nivel Phylum para cada region hipervariable. Se observa la mediana de abundancia

relativa para las los 7 voluntarios no infectados en cada una de las regiones hipervariables (V2, V3, V5 y V6). El grupo

“otros” corresponde a todas aquellas secuencias que no pudieron ser clasificadas.
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Por otro lado, aunque la region V2 seria la ideal para los analisis por ser la de mayor
tamanfio, al perder tantas secuencias en el filtrado por tamafio podriamos estar perdiendo
valiosa informacion. Esto se observa en el grafico al tener menor diversidad y estar casi
dominada esta regioén por el phyla Bacteroidetes. De igual manera que con V5, esta region

fue descartada.

Por ultimo tenemos a las regiones V3 y V6. Ambas regiones perdieron menos del 50% de
las secuencias obtenidas después del filtrado por tamafio proporcionando suficientes
lecturas para tener una clasificacidén taxonémica mas confiable. Sin embargo, debido a que
la region V6 es mas corta (70 pb vs 150 pb) arrojé significativamente una mayor cantidad
de secuencias no clasificadas (11.1% vs 1.0%. p=0.0021). Estas secuencias son informacion

gue se podria estar perdiendo para futuros analisis.

Aunado a lo anterior, al observar las curvas de rarefaccién para cada una de estas regiones
observamos resultados distintos. Una curva de rarefaccién evidencia si se ha logrado
observar toda la diversidad posible en una muestra. Cuando las curvas llegan a la zona de
meseta significa que con el numero de secuencias obtenidas se estd mostrando toda la
diversidad posible y aun cuando se aumentara el nimero de secuencias no se observaria
mas diversidad. De tal forma, se observd que para V3 las curvas de rarefaccion se
encuentran iniciando la zona de meseta mientras que para V6 serian necesarias mas

secuencias para ver toda la diversidad posible (Figural7).

Por medio de la regién V3, como se observo, es posible obtener suficientes secuencias aun
después del filtrado de calidad. A su vez, estas secuencias cuentan con la suficiente
calidad para obtener una clasificacidn taxondmica confiable. Por tanto, la regién V3 fue
seleccionada para seguir la metodologia y realizar el analisis de las muestras en el grupo

de estudio.
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Figura 17. Curvas de rarefaccion para V3 y V6. A) Curvas de rarefaccidn para los 7 voluntarios no infectados obtenidas
con la region V6. Se observa que las curvas aun no llegan a la zona de meseta y seran necesarias mas secuencias para
observar toda la diversidad de las muestras. B) Curvas de rarefaccién para los 7 voluntarios no infectados obtenidas con
la regién V3. Las curvas estdn iniciando la fase de meseta y aunque se agregaran mds secuencias no se observaria mas

diversidad en las muestras.
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2. Descripcidn del grupo de estudio.

Se reclutaron 77 individuos para el presente estudio. Del total de individuos: 25 eran VIH+
sin terapia antirretroviral o Naives; 37 eran VIH+ bajo terapia antirretroviral (TAR) con un
esquema basado en Tenofovir/Emtricitabina (TDF+FTC) y como tercer componente 20
tenian Efavirenz (EFV) y 17 tenian Lopinavir/ritonavir o Atazanavir/ritonavir (inhibidores
de proteasa o IPs); 6 individuos controladores (individuos que mantienen cargas virales
menores a 2000 copias de RNA/mL por al menos un afio y sin el uso de TAR); y 9 VIH —
como grupo control. Los datos descriptivos del grupo de estudio se presentan en la Tabla
5. El grupo estudiado se encuentra dominada por adultos jovenes, principalmente
varones. No se encontraron diferencias en edad, ni en el indice de masa corporal (IMC),
entre los distintos grupos (p=0.3449 y p=0.3021, respectivamente). No hubo diferencias
significativas entre la duracidn de la TAR de los grupos tratados (p=0.5795). Los individuos
VIH+ sin TAR presentaron niveles de CD4 significativamente mas bajos y carga viral
significativamente mas alta al compararse con individuos controladores y controles VIH-

(p<0.0001).

Tabla 5. Datos descriptivos del grupo de estudio.

Grupo VIH+ TAR - VIH+ TAR+ Controladores VIH-
Efavirenz IPs
N 25 20 17 6 9
Edad (afios) 28+6.8 42+8.8 39.5+9.2 34+15.21 38+12.43
Género (H/M) 24/1 18/2 15/2 3/3 5/4
IMC (Kg/m?) 22.315.0 23.2+4.4 23.7+4.1 25.9+7.4 24.5+2.8
Duracion TAR 0 67+32.5 75435.7 0 0
(meses)
cDa* 425+203.0 457+251.0  582+284.0 947+298.3 965+251.0
(células/pL) (80-821) (235-1,297)  (240-1,177)  (482-1,160) 1(641675;)
, 97,441+461,513.0 40+0.0 4040.0 62+158.9
Carga Viral* 0
(copias/mL) | (3,462-2,030,199) (<40) (<40) (<40-447)

Los datos se presentan como mediana * DE y los intervalos entre paréntesis.
H, hombre; M, mujer; IMC, indice de masa corporal.
* Valores estadisticamente significativos: p<0.0001 al comparar VIH+TAR- vs controles y VIH+TAR- vs VIH- .
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en las variables: edad, IMC y duracién de TAR.
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Las secuencias obtenidas para cada individuo del grupo de estudio (N=77) fueron filtradas
por calidad (Q20) y tamafio (>129 pb), eliminandose de esta manera aquellas secuencias
gue no cumplieran con estos criterios de calidad. Después del filtrado, se obtuvo una
mediana de 245,719 + DE 167,632 secuencias que fueron utilizadas para los diversos

analisis posteriores.
3. Cambios en la microbiota
3.1. Efecto de la infeccién por VIH

El primer grupo en el que se analizaron posibles cambios en la microbiota fue el de
individuos VIH+ sin TAR al ser comparados contra el grupo control (VIH-) para evaluar el
efecto que tiene la infeccién por VIH en la microbiota intestinal. Lo primero que se
compard fueron las variaciones en la alfa diversidad (diversidad dentro de un mismo

grupo de muestras).
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Figura 18. Alfa diversidad para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se observan los valores de alfa diversidad para
cada uno de los indices analizados en los individuos pertenecientes a cada grupo. Todos los indices fueron calculados a
una profundidad de 49,208 secuencias/muestra (tomadas al azar) para asegurar que en todos los casos se tuvieran

suficientes secuencias. Se observa la mediana y el rango intercuartil.

44



En la figura 18 se observan como varian los cuatro indices de alfa diversidad entre ambos

grupos. A pesar de que hay cambio entre los niveles de diversidad de estos grupos

ninguno de los cautro indices alcanzé diferencias significativas (p>0.05).

Posteriormente, la evaluacion siguid al observar las variaciones al nivel taxondmico mas

alto: Phylum (Figura 19). Se encontraron 12 phyla diferentes, sin embargo, solamente 4 de

ellos presentaron una mediana de abundancia relativa mayor al 1%: Bacteroidetes,

Firmicutes, Proteobacteria y Fusobacteria.

Abundancia de diversos Phyla en individuos VIH+ y VIH-
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Figura 19. Abundancia de diversos phyla para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se muestra como varia la

c7

c8
c9

presencia de los diversos phyla en cada uno de los individuos pertenecientes a ambos grupos. La clasificacion “otros”

corresponde a todos los phyla que contribuyen en menos del 1% y a aquellas secuencias no clasificadas.
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A pesar de que se observaron ligeras diferencias para cada uno de los phyla al comparar

entre ambos grupos, ninguna alcanzé diferencias estadisticamente significativas (Figura

20).
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Figura 20. Comparacion de abundancia de diversos phyla para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se muestran
cuales son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar el grupo de individuos VIH+ sin TAR y el
grupo control (VIH-). No se observan diferencias significativas en ninguno de los phyla al comparar ambos grupos

(p>0.05). Se observa la mediana y el rango intercuartil.
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Mediana de abundacia Relativa

Ahora bien, al profundizar en el nivel taxondmico analizado se observan algunas
variaciones entre los perfiles de cada individuo (Figura 21). A nivel familia se encontraron
mas de 100 grupos taxondmicos diferentes; sin embargo, Unicamente 11 de ellos se

presentaron en mas del 1% dela mediana de abundancia relativa.

Abundancia de diversas Familias en individuos VIH+ y VIH-
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Figura 21. Abundancia de diversas familias para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se muestra como varia la
presencia de las diversas familias en cada uno de los individuos pertenecientes a ambos grupos. La clasificacién “otros”

corresponde a todos las familias que contribuyen en menos del 1% y a aquellas secuencias no clasificadas.

Se observaron algunas variaciones en las medianas de abundancia relativa de las diversas
familias entre los grupos VIH+ y VIH-. Sin embargo, solamente la disminucién de la familia
Lachnospiraceae en el grupo VIH+ sin TAR presento diferencias estadisticamente
significativas (p=0.0129) al comparar contra los VIH-. Por otro lado, la familia
Ruminococcaceae presentd una tendencia (p=0.0508) a presentar valores disminuidos en

el grupo VIH+ sin TAR al comparar contra el grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Comparacion de abundancia de diversas familias para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se muestran

cuales son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar el grupo de individuos VIH+ sin TAR y el

grupo control (VIH-). Se observa una diferencia significativa en la familia Lachnospiraceae al comparar ambos grupos

(p<0.05) y una tendencia en la familia Ruminococcaceae (p=0.05). Se marcan la mediana y el rango intercuartil.
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Mediana de abundancia relativa
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el grupo de estudio (Figura 23).

Abundancia de diversos Géneros en individuos VIH+ y VIH-

corresponde a todos los géneros que contribuyen en menos del 1% y a aquellas secuencias no clasificadas.

alcanzaron significancia estadistica (Figura 24).

Finalmente, se analizé al nivel taxondmico mds profundo que la metodologia nos
permitid: Género. Se encontraron representados en el grupo de estudio mas de 200

géneros de los cuales, solamente 11 presentaron una abundancia relativa mayor al 1% en

m Otros

M Fusobacterium
H Mitsuokella

™ Paraprevotella
M Parabacteroides
B Phascolarctobacterium
m Sutterella

H [Prevotella]

H Dialister

M Succinivibrio

M Bacteroides

H Prevotella

Figura 23. Abundancia de diversos géneros para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se muestra como varia la

presencia de los diversos géneros en cada uno de los individuos pertenecientes a ambos grupos. La clasificacidon “otros”

Aun cuando se observaron algunas diferencias en las medianas de abundancia relativa

entre los géneros encontrados para el grupo VIH+ TAR- y el grupo VIH-, estas no
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Figura 24. Comparacion de abundancia de diversos géneros para individuos VIH+ TAR- e individuos VIH-. Se muestran
cuales son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar el grupo de individuos VIH+ sin TAR y el
grupo control (VIH-). No se observan diferencias significativas en ninguno de los géneros al comparar ambos grupos
(p>0.05). Se observa la mediana y el rango intercuartil. El grupo Prevotella pertenece a la familia Prevotellaceae y

[Prevotella] a la familia Paraprevotellaceae.

50



Un reporte previo [76] evalud Unicamente a los individuos VIH+ TAR- que presentaban
conteos de LT CD4+ mayores a 200 células/uL. Esto debido a que los individuos que se
encuentren en fase de SIDA (LT CD4+ < 200 células/uL) podrian presentar caracteristicas y
alteraciones totalmente distintas a individuos VIH+ con conteos de LT CD4+ por arriba de
este limite, debido al dafio crénico en su sistema inmunoldgico. Al excluir del analisis a los
cinco individuos (N1, N4, N7, N8, N13) VIH+ TAR- con conteos inferiores a 200 células que
estaban presentes en el grupo de estudio se observaron algunos cambios en los

resultados de las pruebas estadisticas.

Los cambios mds importantes observados fueron la aparicidon de valores significativos para
dos de los indices de alfa diversidad, mientras que al incluir a estos cinco individuos
ningun indice de alfa diversidad diferia estadisticamente (Figura 25). De esta manera se
evidencié una menor diversidad en el grupo de individuos infectados al compararlos con

el grupo control: Phylogenetic Diversity, p=0.0451 y Observed Species, p=0.0403.
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Figura 25. Alfa diversidad para individuos VIH+ TAR- con CD4 >200 células e individuos VIH-. Se observan los valores de
alfa diversidad para los dos indices que presentaron diferencias estadisticas entre grupos (p<0.05). Todos los indices
fueron calculados a una profundidad de 49,208 secuencias/muestra (tomadas al azar) para asegurar que en todos los

casos se tuvieran suficientes secuencias. Se observa la mediana y el rango intercuartil.
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De igual manera, se observaron un par de cambios importantes en dos de las familias
encontradas en el grupo de estudio (Figura 26). Por un lado, la tendencia que se habia
observado de tener menor abundancia de Ruminococcaceae en los individuos infectados
se volvio significativa (p=0.0283). Por otro lado, la disminucidn significativa de la familia
Lachnospiraceae, que ya se habia observado en los individuos infectados, obtuvo un valor

estadistico mas fuerte (p=0.0081).
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Figura 26. Comparacion de la abundancia de dos familias para individuos VIH+ TAR- con CD4 >200 células e individuos
VIH-. Se muestran cuales son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar el grupo de individuos
VIH+ sin TAR, cuyos conteos de LT CD4+ son mayores a 200 células y el grupo control (VIH-). Se observan una
disminucién significativa en las familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae al comparar ambos grupos (p<0.05). Se

observa la mediana y el rango intercuartil.

Debido a las diferencias observadas, los futuros andlisis que se realizaron Unicamente
consideraron a los individuos con conteos de LT CD4+ mayores a 200 células por

microlitro.
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3.2. Efecto de la TAR.

El siguiente paso fue evaluar de qué manera la terapia antirretroviral esta modificando o
dirigiendo posibles cambios en la microbiota de los individuos VIH+. Para esto, dentro del
grupo de estudio se incluyd a un grupo de individuos infectados por el VIH que ademas se
encontraban bajo TAR. De este grupo 20 individuos se encontraban bajo una terapia
basada en Efavirenz y 17 individuos bajo una terapia basada en Inhibidores de proteasa
(IPs). Se seleccioné la terapia de Efavirenz debido a la importancia que tiene el pais como
tratamiento de primera linea. Por otro lado, se eligié una terapia basada en IPs debido a
los efectos secundarios asociados al tracto gastrointestinal que se le han asociado

(malestar estomacal, diarrea, etcétera).

Al igual que con anterioridad, el primer aspecto a analizar fue la Alfa-diversidad. En este
caso se observaron varias diferencias entre los individuos bajo tratamiento y los individuos
infectados sin tratamiento y el grupo control. En general se observa que los individuos
bajo TAR presentan valores intermedios de diversidad, menores a los del grupo VIH- y
mayores a los del grupo sin TAR. También se observa que los valores de diversidad entre
los dos tipos de TAR son distintos (Figura 27). En particular, se observa que en Observed
Species los individuos bajo Efavirenz presentan menores valores al compararlos contra los
individuos VIH- (p=0.0043) y contra los individuos bajo IPs (p=0.0317). Con respecto a este
mismo indice se observa que los individuos bajo IPs tienen significativamente mayores
valores que los individuos sin TAR (p=0.0493). En el caso del indice de Shannon se observa
una disminucién en los individuos bajo Efavirenz al comparar con los VIH- (p=0.0251). Por
otro lado, Phylogenetic Diversity evidencié una disminucién en los individuos bajo IPs al
comparar con el grupo VIH- (p=0.0060) y una tendencia a disminuir al comparar contra
aquéllos bajo una terapia basada en Efavirenz (p=0.0530). Finalmente, en cuanto al indice
Chaol, los individuos bajo una terapia basada en Efavirenz presentaron significativamente
mayores valores al comparar con los individuos sin TAR (p=0.0439) y con una terapia
basada en IPs (p=0.0317). A su vez, los individuos bajo IPs presentaron valores menores al

comparar contra los individuos VIH- (p=0.0097).
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Figura 27. Alfa diversidad para individuos VIH+ sin TAR, VIH+ con TAR e individuos VIH-. Se observan los valores de alfa
diversidad para cada uno de los indices analizados en los individuos pertenecientes a los siguientes grupos: VIH+ TAR-,
VIH+ con terapia basada en Efavirenz, VIH+ con terapia basada en IPs e individuos control (VIH-). Todos los indices
fueron calculados a una profundidad de 49,208 secuencias/muestra (tomadas al azar) para asegurar que en todos los
casos se tuvieran suficientes secuencias. Todas las p<0.05 son significativas, mientras que la p=0.0530 muestra una

tendencia. Se observa la mediana y el rango intercuartil.

Al analizar qué taxones especificamente varian en los grupos bajo TAR observamos que a
nivel Phylum se observan principalmente diferencias en el grupo bajo Efavirenz (Figura
28). Hay una disminucidn significativa de Bacteroidetes en este grupo al comparar contra
individuos sin TAR (p<0.0001), individuos bajo IPs (p=0.0064) y el grupo VIH- (p=0.0196).
Por otro lado, en el phylum Proteobacteria existe un aumento en el grupo tratado con
Efavirenz (p=0.0143), mientras que el grupo bajo IPs muestra una tendencia a aumentar
con respecto a los TAR- (p=0.0528). De forma interesante, se observd que el phylum
Fusobacteria se encuentra representado de una forma mayor sélo en el grupo bajo una
TAR basada en Efavirenz mientras que en los grupos VIH+ TAR- (p=0.0054), IPs (p=0.0002)
y VIH- (p=0.0217) la abundancia es practicamente cero.
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Figura 28. Abundancia de diversos phyla para individuos VIH+ sin TAR, VIH+ con TAR e individuos VIH-. Se muestran
cuales son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa en los phyla con abundancia >1%, al comparar los tres
grupos de estudio. Se muestran algunas diferencias significativas (p<0.05) y una tendencia (p=0.0528). La clasificacién
“otros” corresponde a todos los phyla que contribuyen en menos del 1% y a aquellas secuencias no clasificadas. Se

observa la mediana y el rango intercuartil.
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Si se analiza a un nivel taxondmico mas profundo observamos que todos los cambios
significativos observados a nivel familia estdn asociados al grupo con una terapia basada
en Efavirenz. Se observé una disminucion significativa de la abundancia en la familia
Prevotellaceae al comparar contra el grupo sin TAR (p=0.0016) y contra el grupo con una
terapia basada en IPs (p=0.0448), de la familia Paraprevotellaceae comparando contra el
grupo sin TAR (p=0.0132) y una tendencia en la familia Lachnospiraceae al comparar

contra los individuos VIH- (p=0.0554).

De forma analoga, hubo una disminucién significativa de la familia Bacteroidaceae al
comparar contra el grupo TAR- (p=0.0330) y el grupo con IPs (p=0.0386), de la familia
Veillonellaceae al comparar contra el grupo sin TAR (p=0.0453) y el grupo VIH- (p=0.0251),
y una tendencia al comparar contra el grupo con IPs (p=0.0568). Se observé que la familia
Fusobacteriaceae, perteneciente al phylum Fusobacteria, se encuentra significativamente
mas representada en el grupo bajo Efavirenz (vs TAR-, p=0.0107; vs IPs, p=0.0007 y vs VIH-
, p=0.0351) (Figura 29).

Con respecto a los cambios en la abundancia relativa a nivel género, los individuos bajo
Efavirenz evidencian una disminucion de Prevotella perteneciente a la familia
Prevotellaceae al comparar contra individuos TAR- (p=0.0016) e individuos con IPs
(p=0.0448). Esta disminucién también se observa en el género [Prevotella] perteneciente
a la familia Paraprevotellaceae al comparar contra los otros tres grupos de estudio (vs
TAR, p=0.0011; vs IPs, p=0.0471 y vs VIH-, p=0.0244). De forma concomitante, se observa
un aumento significativo de Bacteroides en los individuos con Efavirenz al comparar

contra individuos sin TAR (p=0.0330) e individuos con IPs (p=0.0386).

Al igual que lo observado a nivel phylum y familia, a nivel género se observa que existe un
grupo que se encuentra Unicamente representado en los individuos bajo una TAR basada
en Efavirenz. Este género es Fusobacterium y si se compara contra los otros grupos se
obtienen valores estadisticamente significativos (vs TAR-, p=0.0107; vs IPs, p=0.0007 y vs

VIH-, p=0.0351) (Figura 30).
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Figura 29. Comparacion de abundancia de diversas familias para individuos VIH+ TAR-, TAR+ e individuos VIH-. Se

muestran cudles son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar los tres grupos. Se muestran
varias diferencias significativas en el grupo bajo Efavirenz (p<0.05) y dos tendencias, una en la familia Veillonellaceae

(p=0.0568) y otra en la familia Lachnospiraceae (p=0.0554). Se observa la mediana y el rango intercuartil.
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Figura 30. Comparacion de abundancia de diversos generos para individuos VIH+ TAR-, TAR+ e individuos VIH-. Se
muestran cudles son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar los tres grupos. Se muestran
varias diferencias significativas en el grupo bajo Efavirenz (p<0.05). Se observa la mediana y el rango intercuartil. El

grupo Prevotella pertenece a la familia Prevotellaceae y [Prevotella] a la familia Paraprevotellaceae.
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3.3. Efecto del control de la infeccion.

Una vez que se evalud el efecto que tiene la infeccién por VIH y el uso de la TAR en los
cambios de la microbiota, se quiso evaluar si aquellos individuos que son capaces de
mantener bajas cargas virales (<2000 copias de RNA viral/mL) por largos periodos de
tiempo (>1 afio) sin la necesidad de usa algun tipo de TAR (controladores) presentaban

alguna diferencia particular en la composicién de su microbiota.

En cuanto a la alfa diversidad, no se encontraron diferencias significativas entre los
individuos controladores y el resto de los grupos (Figura 31); sin embargo, se observa que
el grupo de controladores, al igual que los dos grupos bajo TAR, tiene valores intermedios

de diversidad entre los observados para el grupo infectado sin TAR y el grupo VIH-.
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Figura 31. Alfa diversidad para individuos VIH+ sin TAR, VIH+ con TAR, controladores e individuos VIH-. Se observan
los valores de alfa diversidad para cada uno de los indices analizados en los individuos pertenecientes a los cinco grupos
en estudio. Todos los indices fueron calculados a una profundidad de 49,208 secuencias/muestra (tomadas al azar) para
asegurar que en todos los casos se tuvieran suficientes secuencias. No se encontraron diferencias significativas al
comprar los diferentes grupos contra los individuos controladores (p<0.05). Se observa la mediana y el rango

intercuartil.
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La principal diferencia que se encontré en el grupo de controladores a nivel phylum fue en
Fusobacteria (Figura 32). Al igual que lo observado en los otros grupos, los controladores
presentaron valores practicamente de cero, y al ser comparados con el grupo bajo

Efavirenz presentan una diferencia significativa (p=0.0002).
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Figura 32. Abundancia de diversos phyla para individuos VIH+ sin TAR, VIH+ con TAR, controladores e individuos VIH-.
Se muestran cudles son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa en los phyla con abundancia >1%, al
comparar los grupos de estudio. Se observa una disminucidn significativa de Fusobacteria (p<0.05). La clasificacion
“otros” corresponde a todos los phyla que contribuyen en menos del 1% y a aquellas secuencias no clasificadas. Se

observa la mediana y el rango intercuartil.
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Al no observar mas alteraciones en el resto de los phyla se analizaron los cambios
observados en las familias. En este nivel taxondmico se observé nuevamente la diferencia
en la familia Fusobacteriaceae al comparar contra los individuos bajo terapia de Efavirenz
(p=0.0007). Aunado a esto se encontré una disminucién significativa de la familia
Viellonellaceae al comparar contra el grupo que se encontraba usando Efavirenz
(p=0.0224). De forma similar la familia Paraprevotellaceae mostré una tendencia a tener
valores disminuidos de abundancia al comparar contra el grupo VIH+ sin TAR (p=0.0552)

(Figura 33).

Finalmente, a nivel género, solamente se observd la disminucidn en Fusobacterium que se
ha venido reportando para el resto de los grupos. La nula aparicién de este género en el
grupo de controladores arroja un variaciéon estadisticamente significativos al ser
comparada con lo abundancia presentada por el grupo tratado con Efavirenz (p=0.0007)

(Figura 34).

Ningln otro cambio ademads de los reportados se observé en el resto de phyla, familias o
géneros, ni en los valores de alfa diversidad en el grupo de individuos controladores, lo

cual podria deberse al reducido nimero de muestras de este grupo (n=6).
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Figura 33. Comparacion de abundancia de diversas familias para individuos VIH+ TAR-, TAR+, controladores e
individuos VIH-. Se muestran cudles son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar los grupos.
Se muestran disminuciones significativas en el grupo de controladores para Veillonellaceae y Fusobacteriaceae (p<0.05)

y una tendencia en Paraprevotellaceae (p=0.0552). Se observa la mediana y el rango intercuartil.
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Figura 34. Comparacién de abundancia de diversos géneros para individuos VIH+ TAR-, TAR+, controladores e
individuos VIH-. Se muestran cuales son las variaciones en la mediana de la abundancia relativa al comparar los grupos.
Se muestran una diferencia significativa en Fusobacterium para el grupo de individuos controladores (p<0.05). Se
observa la mediana y el rango intercuartil. El grupo Prevotella pertenece a la familia Prevotellaceae y [Prevotella] a la

familia Paraprevotellaceae.
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3.4. Beta-diversidad.

El ultimo andlisis que se realizé fue el de Beta-diversidad, un andlisis que permite
comparar grupos de muestras dentro de una poblacién. Utilizando los géneros presentes y
la abundancia de los mismos en cada uno de los individuos de los distintos grupos (Figura
35) este analisis es capaz de arrojar un grafico de componentes principales. El grafico nos
permitio observar posibles agrupamientos entre las muestras y su ubicacidén en el espacio

del grafico evidencio la similitud o diferencia entre cada uno de los individuos.

Abundancia de Géneros en el grupo de estudio

M Otros

M Fusobacterium
B Mitsuokella

= Paraprevotella
M Parabacteroides
M Phascolarctobacterium
m Sutterella

M [Prevotella]

M Dialister

W Succinivibrio

M Bacteroides

M Prevotella

VIH+ TAR- Efavirenz+

VIH+ TAR+

Figura 35. Abundancia de diversos géneros para los individuos del grupo de estudio. Se muestra como varia la
presencia de los diversos géneros en cada uno de los individuos pertenecientes a los siguientes grupos: individuos VIH+
TAR- (n=25); individuos VIH+ TAR+, de los cuales, Efavirenz+ (n=20) e IPs+ (n=17); individuos controladores de la
infeccion (n=6) e individuos VIH- (n=9). La clasificacion “otros” corresponde a todos los géneros que contribuyen en

menos del 1% y a aquellas secuencias no clasificadas.
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En la Figura 35 se observa que dentro de cada grupo los individuos pueden llegar a tener
cierto grado de variabilidad en la composicion de su microbiota. Sin embargo, se puede
distinguir que dentro de cada grupo hay algunos géneros mds o menos abundantes,
permitiendo observar patrones especificos. Cuando estas diferencias son colocadas en un
grafico de Componentes Principales (PC, siglas en inglés) lo que observamos es un gréfico
de 3 dimensiones (PC1, PC2 y PC3) en donde cada eje equivaldrd a una serie de factores

(géneros) que explican cierto porcentaje de diferencia entre los individuos.

En el grafico obtenido para las muestras de nuestro grupo de estudio se observa una
tendencia de las muestras pertenecientes al grupo de individuos VIH+ TAR- a agruparse
entre si (con respecto a PC 1 y PC2). Este evento no se observa en los restantes cuatro
grupos, los cuales, tienden a tener a los individuos repartidos de una forma mas difusa a lo
largo del grafico, en particular a lo largo del PC1 (Figura 36). Este grafico ejemplifica
visualmente las diferencias que se observaron entre los individuos infectados sin terapia y

el resto de los grupos, en particular los individuos bajo una TAR basada en Efavirenz.

C1(34 %) . VIH+ TAR-
. Efavirenz
|:| IPs

. Controladores
.VIH-
Figura 36. Grafico de

componentes principales
para el grupo de estudio. Las
muestras de todos los
individuos en el grupo de
estudio se encuentran
identificadas por  color
dependiendo del grupo al
que pertenecen. Se observa
que las muestras
pertenecientes al grupo VIH+
TAR- tienden a agruparse de
forma mas compacta (6valo
blanco). Mientras que las
muestras del resto de los

~“PC3 (11 %)

grupos se encuentran
distribuidas de forma mas

o XeE AN amplia a lo largo de los ejes.
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Por ultimo, cuando las muestras pertenecientes a los individuos VIH+ TAR- son
identificadas de forma distinta, seguin el conteo de LT CD4+ de los individuos, observamos
que mientras los individuos con conteos por arriba de 200 células/puL tienden a estar mas
compactamente unidas, los individuos con conteos inferiores a 200 células se encuentran
mas dispersos sobre PC1 y PC2 (Figura 37). De tal forma que estos individuos tienden a
tener una composicion diferente a la de los que tienen conteos por arriba de 500 células.
Esto podria explicar porque al incluir a los cinco individuos con conteos menores a 200
células se pierden algunas de las diferencias estadisticas observadas en las diferentes

clasificaciones taxonomicas.

B <200
B 200500
] >s00

Figura 37. Grafico de
componentes principales
para los individuos VIH+
TAR-. Las muestras de todos
los individuos en el grupo de
estudio se encuentran
identificadas por  color
dependiendo del conteo de
LT CD4+. Se observa que las
muestras con conteos >500
células/pL tienden a
agruparse (6valo blanco).
Mientras que las muestras
con conteo <200 células/pL
se encuentran mas dispersas
a lo largo de los ejes (évalo
amarillo).

Es importante recordar que sobre todos los resultados analizados en los diferentes
apartados de esta tesis se tiene la limitante del nimero de muestras en dos de los grupos
(Controladores, n=6 y VIH-, n=9). Lo cual no nos permite tener el suficiente poder
estadistico para observar posibles diferencias, las cuales podrian observarse si se
aumentara el numero de muestras analizadas.
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CAPITULO VI. DISCUSION.

A pesar de que existen varias regiones dentro del gen de rRNA 16S que podrian ser
utilizadas para caracterizar la microbiota, es necesario estandarizar la técnica para las
condiciones del proyecto del que se trate [21, 23]. Para el tipo de metodologia (uso de
fusion primers), plataforma de secuenciacion (lon PGM) y programa de analisis (QIIME)
utilizados en este proyecto, la regiéon V3 fue la que nos permitié obtener una suficiente
cantidad de secuencias aun después del filtrado por calidad y tamafio. Esta buena
cantidad de secuencias de suficiente tamafio permiten una mejor clasificacién
taxondmica, observdndose en la baja proporcion de secuencias no clasificadas (1.0%) y en
la obtencidn de curvas de rarefaccién que evidencian que se estad viendo practicamente

toda la diversidad de las muestras.

En el grupo de estudio se analizaron diferentes grupos de individuos infectados por el VIH
para observar de esta manera como es que la microbiota puede modificarse bajo diversas
condiciones. Por primera vez se realizd un estudio analizando de forma separada a
individuos que utilizan diferentes esquemas de terapia antirretroviral y a individuos que
son capaces de controlar la infeccion sin el uso de TAR. Es importante recordar la
importancia de que los individuos no tuvieran un uso activo de antibiéticos pues ha sido
observado que este factor altera de importante manera la composicidon de la microbiota
pudiendo enmascarar cambios asociados a los factores estudiados en el proyecto [85].
Hay que recalcar que una de las principales limitantes de este estudio fue el bajo nimero
de muestras de los sujetos VIH- y controladores, debido a la dificultad de reclutar
individuos para estos grupos. Sera importante considerar este factor dentro de los

resultados obtenidos.

El grupo de estudio se encontrd principalmente compuesta por varones adultos jovenes,
lo cual era de esperarse debido que en nuestro pais la epidemia se encuentra dominada
por este grupo [86]. De manera interesante, se observa que entre los grupos no se
encontraron diferencias con respecto a la edad ni al indice de masa corporal (IMC). Se ha
observado que la microbiota tiende a tener composicién diferente conforme la edad

cambia [87]. De igual manera, altos IMC reflejan un estado de obesidad, lo cual se ha
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relacionado con cambios en la microbiota [38]. Al no observarse diferencias en estas dos
variables entre los grupos de estudio se considera que éstos son similares entre si y los
cambios encontrados se pueden asociar principalmente al estatus de infeccion mas que a
diferencias entre los datos clinicos de los grupos estudiados. En cuanto a los grupos bajo
TAR se observd que no existe diferencia en la duracion de la terapia, permitiendo que
ambos grupos sean lo mas similares posibles, a excepcion del tipo de esquema de TAR. De
igual manera, es importante mencionar que no existid diferencia entre el tipo de
alimentacion de los diferentes grupos analizados (cantidad de consumo de carbohidratos,
proteinas y grasas), lo cual podria haber actuado como un factor externo que se pudiera

asociar a los cambios observados en la microbiota.

Fue evidente que los individuos infectados que no estdn bajo un esquema de TAR
presentan niveles de LT CD4+ mas bajos que los individuos no infectados o los
controladores. Algunos de estos individuos se encuentran incluso con conteos que los
clasifican en fase de SIDA (<200 células/uL) y mas adelante se observa que pueden estar

presentando una composicion en la microbiota diferente.

Se esperaba que los individuos infectados que no se encuentran bajo una TAR presentaran
cambios al compararlos contra los individuos no infectados. Los cambios en la diversidad y
en taxones especificos han sido observados por otros grupos de investigacién [67, 70, 75-
77, 79]. Sin embargo, al comparar los grupos el Unico cambio que se observé fue la
disminucion de la familia Lachnospiraceae en los individuos infectados. Una de las razones
por las cuales no se podrian estar observando estos cambios podria ser la presencia de
individuos con menos de 200 células CD4+. La mayoria de los individuos con estos conteos
han perdido la capacidad de mantener el equilibrio tan particular entre microbiota y
sistema inmune, pues la comunicacién entre las dos partes ha sido afectada por la masiva
pérdida y casi nula presencia de linfocitos CD4+. Esta alteracién en el equilibrio permitira
la proliferacién de microorganismos que antes se encontraban controlados, aumentando
de esta forma la diversidad y la presencia de posibles bacterias patégenas. De esta forma

se decidid excluir a estos individuos del andlisis.
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Al excluir a estos individuos se observdo que efectivamente hay una disminucién de la
diversidad de en la microbiota de los individuos infectados, lo que coincide con lo que ha
sido reportado previamente [70, 77]. Por el contrario, Lozupone y cols. [76] reportan un
aumento en la diversidad de los individuos infectados; sin embargo, esto podria explicarse
debido a que los individuos dentro de nuestro grupo de estudio presentan un conteo de
linfocitos CD4+ relativamente alto. De tal manera, se podria especular que antes de la
infeccion los individuos tienen una diversidad considerable y equilibrada, la cual se
mantiene en las primeras etapas de la infeccidon pero que va decayendo conforme avanza
la disminucién de linfocitos CD4+. No obstante, hacia la fase final de la infeccidon, cuando
el sistema inmune es incapaz de mantener un equilibrio y la comunicaciéon con la
microbiota, existird un aumento en la diversidad debido a la proliferaciéon de

microorganismos que antes se encontraban reprimidos.

Con respecto a alteraciones en taxones particulares, sélo se observéd que a la disminucion
de la familia Lachnospiraceae se agrega la disminucion de la familia Ruminococcaceae. La
disminucion de estas familias coincide con lo observado por McHardy y Dillon [70, 77].
Estas dos familias son las mds abundantes del phylum Firmicutes (phylum que comprende
del 50% al 80% de la microbiota intestinal humana) [88] y han sido asociadas con la
promociéon de la salud intestinal a través de la degradacién y formacién de compuestos
gue son utilizados como fuente de energia por las células epiteliales [89, 90]. Aunado a
esto, una disminucién en ambas familias se han asociado a enfermedades que presentan
una desregulacion del proceso inflamatorio (enfermedad de Crohn y enfermedad
inflamatoria del intestino) [91, 92]. De esta manera es claro pensar que la infeccion por
VIH, donde se tiene un gran dafio a la barrera epitelial y un fuerte proceso inflamatorio, se

puede asociar con el decaimiento de estas dos familias.

Ahora bien, el resto de las alteraciones que han sido observadas y reportadas previamente
por otros grupos de estudio [67, 70, 75-77, 79] y que no se estan observando en nuestro
grupo de estudio podrian ser explicadas por tres factores. El primero seria las
caracteristicas particulares del grupo de estudio que se estd estudiando (e.g., contexto

inmunogenético, historial de uso de antibidticos, tipo de alimentacién, habitos de
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higiene), lo cual podria estar evidenciando modificaciones particulares de este grupo de
individuos. [8, 9, 12, 73, 85]. El segundo podria deberse a las diferencias entre las
metodologias de cada proyecto (e.g., muestras fecales o biopsias, regién hipervariable
amplificada, plataforma de secuenciacidon utilizada). Y el tercero seria la poca cantidad de
muestras presentes en el grupo control (VIH-) lo cual podria disminuir el poder estadistico

para encontrar diferencias y presentarse como un sesgo en este grupo.

Con respecto a estudios sobre la terapia antirretroviral, los resultados hasta ahora
reportados no hacian distincion entre diferentes esquemas de tratamiento y realizaban los
analisis de manera global. De esta forma, aunque se ha reportado que los individuos bajo
terapia tienden a presentar valores intermedios de diversidad y de abundancia de algunos
taxones entre lo que se observa para individuos sin terapia e individuos no infectados,
algunos reportes los encuentran mas similares a uno u otro grupo, difiriendo entre si [72,

76, 77].

En el presente estudio, como se habia reportado previamente, se observaron valores
intermedios de diversidad al comparar individuos bajo tratamiento antirretroviral con
individuos sin terapia e individuos no infectados. No obstante, como se analizaron de
forma separada los dos tipos de tratamiento observamos caracteristicas particulares para

cada uno de ellos, teniendo diferencias marcadas y significativas entre si.

Para el caso de Observed Species, que es un indice de alfa diversidad que presenta
resultados sobre la el nimero de géneros presentes (riqueza), observamos que los
individuos bajo una terapia con Efavirenz presentan indices menores que los observados
en individuos bajo IPs. Lo mismo se observé al revisar el indice de Shannon, el cual no sélo
toma en cuenta presencia o ausencia sino también la abundancia relativa (igualdad o
uniformidad) [93, 94]. Por otro lado, tenemos los indices PD y Chaol, ambos indices de
diversidad para sus calculos toman en cuenta el nimero de taxones Unicos presentes en
cada grupo [95, 96]. Lo que observamos fue que para estos dos indices el grupo bajo
Efavirenz presenta mayores valores que el grupo bajo IPs, mostrando que hay un mayor
numero de géneros Unicos o raros presentes en el primer grupo con TAR. De esta forma

podriamos mencionar que el grupo bajo Efavirenz muestra una menor cantidad de
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géneros (Observed Species) que ademas, se encuentran distribuidos de una manera no
equitativa (Shannon) pues hay ciertos grupos que estdn altamente favorecidos en
detrimento de otros. Aunado a esto podemos mencionar que este grupo también
evidencia una mayor cantidad de géneros Unicos o raros (Chao 1) y que presentan una

mayor diferencia filogenética entre ellos (Phylogenetic Diversity).

De esta manera se puede observar que diferentes indices de diversidad evaltan distintos
aspectos sobre la diversidad encontrada en las muestras (e.g., géneros raros, abundancia
relativa, presencia o ausencia, riqueza). Sin embargo, lo mas importante que se observo
fue que distintos tipos de TAR presentaran diversas modificaciones en la microbiota que
las hardn, en algunos casos, mds similares hacia el grupo sin tratamiento y en otros hacia
el grupo sin infeccién. Esto puede explicar por qué en los reportes previos, en los cuales
se analizaba de manera global, habia equipos que encontraban sus resultados mas
parecidos hacia uno u otro grupo, y recalca la importancia de analizar de forma separada

por tipo de TAR.

En general la microbiota de un individuo adulto sano se ha reportado como
principalmente poblada por el phylum Firmicutes (50% - 80%) [88], seguida por
Bacteroidetes (20%-40%) y finalmente Proteobacteria (<10%). De manera interesante en
nuestro grupo de estudio no observamos esto. Todos los grupos de estudio, incluido el
grupo VIH-, presentan altos valores de Bacteroidetes (50% - 80%), seguido por los
Firmicutes (10% - 40%) y finalmente Proteobacteria (que en algunos casos llega a ser
mayor al 20%). Esto podria explicarse debido a las caracteristicas particulares de la
poblacién. Estudios previos han observado perfiles con altas cantidades de Proteobacteria
y Bacteroidetes (en especial el género Prevotella) con poblaciones de paises que se
encuentran en vias de desarrollo (e.g., Ecuador, Bangladesh, paises en Africa) y que por
tanto, tienen una alimentacion rica en carbohidratos y deficiente en proteina de origen
animal, malos habitos de higiene y un historial de uso no controlado de antibidticos [97-
101]. Esto podria ser parte de la explicacién de lo que pasa en nuestro grupo de estudio y

de los cambios particulares observados y antes mencionados.
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Es por esto que llama la atencion que dentro de los cambios especificos en los taxones,
observados en los individuos tratados, se encuentra una disminucién del phylum
Bacteroidetes. Dentro de este phylum, particularmente se vio una disminucién de la
familia Prevotellaceae y Paraprevotellaceae, y dentro de estas familias los géneros
Prevotella. Es importante mencionar que este género ha sido asociado como patdgeno
oportunista bajo condiciones inflamatorias y como productor de compuestos que
favorecen procesos como la ateroesclerosis [76, 102, 103]. De esta manera, una
disminucion en su abundancia, asociada a una TAR, podria ser de beneficio para los
individuos infectados por VIH, los cuales tienen un fuerte componente inflamatorio.
Aunado a esto vemos que dentro del phylum Bacteroidetes, existe la familia
Bacteroidaceae y dentro de esta el género Bacteroides; el cual, se encuentra aumentado
en los individuos tratados con Efavirenz y coincide con la disminucién de Prevotella. Este
género juega un papel importante en la comunicacidon entre la microbiota y el sistema
inmune del tracto Gl. Existe un polisacarido (polisacarido A o PSA) en su capsula que
favorece el desarrollo de células CD4+ y la diferenciacidon a linfocitos T reguladores,
induciendo una mayor produccidn de IL10 y por tanto, proteccidon contra enfermedades
inflamatorias [104-106]. Es asi que el aumento de este género también seria beneficioso

para los individuos infectados.

Existen otras familias que se vieron aumentadas en el grupo Efavirenz, como lo es
Veillonellaceae que pertenece al phylum Firmicutes, y de los cuales no se han reportado
claramente funciones o consecuencias de la alteracién en su abundancia. Unicamente se
sabe que pueden actuar como patdégenos oportunistas. Por tanto seria interesante asociar
dano en la barrera epitelial, marcadores de inflamacién o alteraciones en el sistema
inmunolégico del huésped con metabolitos que pudieran estar generando estas familias.
Dentro de este grupo también se encuentra la Familia Fusobacteriaceae, la cual pertenece
al phylum Fusobacteria e incluye al género Fusobacterium. Este género, de forma muy
interesante, solo se encontré aumentado en los individuos con Efavirenz. Recientemente
se ha asociado a este género como un patdgeno oportunista que al aumentar su

abundancia en procesos de alteracidon de la composicidon de la microbiota, favorece la
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inflamacidn. Este género se encuentra aumentado en procesos como la colitis ulcerativa y

el cancer de colon [107, 108].

A pesar de que el grupo de IPs se ha asociado con problemas gastrointestinales en los
individuos que los utilizan, las mayores y mds dramaticas diferencias observadas en la
microbiota fueron asociadas al grupo bajo Efavirenz. Es interesante mencionar que dentro
de los 17 individuos bajo IPs solamente 8 reportaron problemas gastrointestinales previos
(diarrea) y unicamente 3 reportaron tener presencia de estos problemas en la actualidad
con una frecuencia de un evento al mes. De esta manera, se confirma que estos
problemas Gl en los individuos con IPs podrian estar mas asociados al tratamiento en si
que a las alteraciones en la microbiota [109]. Y por el contrario, podria estar sucediendo
qgue por alguna via los individuos bajo la TAR con Efavirenz pudiera encontrarse

favoreciendo a ciertos taxones de manera especifica y en detrimento de otros.

Es necesario recordar que estudios como este no han sido realizados con anterioridad y
por tanto, no se conocen posibles mecanismos los cuales se podrian asociar con los
cambios observados. Aunado a esto, el presente estudio estd disefiado de forma
transversal, por lo que no se puede hablar de causalidad entre los cambios observados en
la microbiota y la TAR. Sin embargo, un posible acercamiento que podria proponerse se
basa en las recientes observaciones de mayores niveles de marcadores de inflamacién (en
particular: proteina C reactiva, IL-6 y CD14s) en los individuos bajo terapia con Efavirenz al
compararlos contra otros esquemas de antirretrovirales [110-113]. Este estado de mayor
inflamacién podria asociarse con un mayor dafio y desequilibrio inmunolégico en el
intestino que a su vez se asocia con una mayor probabilidad de disbiosis [66, 70, 79].
Ahora bien, esta teoria podria verse mas reforzada si se hace referencia a los ultimos
estudios que investigan la relacién entre la via catabdlica del triptéfano a kinurenina y la
infeccion por VIH. Los reportes observan un circulo vicioso entre aumento de marcadores
de inflamaciéon, aumento de la via antes mencionada y el enriquecimiento con
microorganismos que tienen enzimas que favorecen esta via; todo esto a su vez asociado
con la produccién de metabolitos téxicos para las células del hospedero que favorecen la

perpetuaciéon del ciclo. Algunos de estos metabolitos producen neurotoxicidad en los
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individuos, dando un posible mecanismo bioldgico que expliqgue las complicaciones
neurolégicas observadas en los individuos bajo una TAR con Efavirenz [114-116]. Futuros
estudios sobre marcadores de inflamacién, activacién y translocacién microbiana serian

necesarios para comprobar esta hipoétesis.

Por otro lado, no puede desecharse la opcion de que podria ser algun producto
intermediario derivado del metabolismo de la TAR con Efavirenz el que se encuentre
favoreciendo los cambios en la microbiota. No obstante, estudios de metaboldmica y de
pruebas directas de metabolitos sobre comunidades microbianas especificas deberian ser

conducidos para comprobar esta hipotesis.

La falla de la TAR para restaurar la microbiota de los individuos infectados hasta un estado
semejante al de los individuos no infectados, evidenciada entre otras cosas por los aun
bajos niveles de Lachnospiraceae observados, es consistente con todas las complicaciones
de enfermedades gastrointestinales y cardiovasculares observadas en estos individuos
[76]. Y es por esto, que serd necesario continuar la investigacién para lograr restaurar la
microbiota al perfil observado en los individuos no infectado y mejorar la calidad de vida

de los individuos infectados.

Como ultimo grupo tenemos a los individuos controladores. Dentro de la infecciéon por
VIH, este grupo siempre ha sido de gran interés pues descubrir los mecanismos que
permiten el control de la infeccion seria de suma importancia para optimizar estrategias
de tratamiento. Se han descrito mecanismos virolégicos, genéticos e inmunoldgicos
asociados con el control; sin embargo, estos factores no siempre explican el control,
existiendo seguramente otros factores no descritos que influyen en evitar el avance de la
infeccion [117]. Un posible factor adicional que podria estar asociado al control viral
podria ser la microbiota. Una microbiota no alterada en estos individuos podria permitir el
correcto estimulo de las diferentes células inmunoldgicas permitiendo su correcta funcion
y abundancia. De igual forma, al tener en suficiente abundancia a las bacterias que
estimulan a las células de la barrera epitelial para mantener su estructura permitird una
menor cantidad de translocaciéon y dafo, y un menor estimulo que favorece la activacion e

inflamacién crénica. Aunado a esto, la presencia de estas bacterias benéficas permitird
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gue aquellas bacterias asociadas a inflamacion y dafio no proliferen, disminuyendo el
proceso inflamatorio y de activaciéon crdénica, que finalmente conduce a un estado

exhausto del sistema inmunoldgico.

Interesantemente, los indices de diversidad en individuos controladores mostraron tener
valores muy similares a lo observado en los individuos no infectados. Esto podria estar
mostrando que la diversidad de la microbiota no se altera significativamente en este
grupo de individuos, como sucede con los individuos que progresan normalmente en la
enfermedad por VIH. Al observar cambios especificos en los taxones (nivel phylum, familia
y género) no se encuentran diferencias al comparar contra el grupo VIH- o contra el grupo
infectado sin TAR. Las Unicas diferencias significativas que se encuentran son las
previamente observadas en Fusobacteria, Fusobacteriaceae y Fusobacterium (taxones que
solo estuvieron presentes en el grupo con Efavirenz). De forma interesante, se observd
también una reduccién de Veillonellaceae al comparar contra el grupo con Efavirenz. Esto
podria estar mostrando que a pesar de que los individuos controladores se encuentran
infectados, los cambios en la composicién de su microbiota no son tan drasticos como lo
observado en individuos infectados no controladores (con o sin TAR). Sin embargo, es de
importancia considerar que este grupo incluye a un nimero pequefio de muestras (n=6),
lo cual podria disminuir el poder estadistico para encontrar diferencias entre grupos. De
tal forma, que es necesario tomar estos resultados con precaucion y continuar el analisis
con mas muestras y con un seguimiento por mas tiempo, para descubrir si efectivamente

la microbiota podria ser otro factor contribuyendo en el control de la infeccidn.

Finalmente, al enfocarnos en la Beta- diversidad, observamos que a pesar de que dentro
de cada grupo hay cierta variabilidad entre los individuos, existen ciertos patrones que se
observan a lo largo de un grupo en especifico. Esto fue mas evidente para los individuos
infectados sin terapia, en donde se ve un agrupamiento de la muestras evidenciando que
son mas similares entre si que con el resto de las muestras de los otros grupo. Esto sugiere
gue la infeccién crénica temprana por VIH se asocia con un cambio consistente en la
microbiota, que tiende a disminuir significativamente la diversidad. Existen algunas

excepciones en donde algunos miembros de otros grupos pueden llegar a ser similares a
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los VIH+ TAR- y encontrarse cerca del cluster de estos ultimos. Sin embargo, ningun otro
grupo formd un agrupamiento fuerte. Incluso si se estratifican los participantes por
conteo de linfocitos T CD4+, observamos que los individuos con conteos por arriba de 500
células tenderdn a estar aun mas unidos que los que tienen conteos inferiores a 200. Esto
confirma lo mencionado con anterioridad donde se observa que el conteo de linfocitos T

CD4 podria estar asociado con diferentes cambios en la microbiota.

Aunque es necesario aumentar el nimero de muestras para confirmar algunos de
nuestros hallazgos, el presente estudio apoya la observacion de una importante
asociacién de la infeccidén crénica temprana por el VIH con pérdida de la diversidad de la
microbiota y sugiere que el uso de diferentes esquemas de TAR pueden tener distintos
efectos en la composicién de la microbiota en individuos mexicanos. La identificacién de
cambios en la abundancia de ciertos grupos taxondmicos, previamente reportados en
poblaciones distintas, apoya la idea de que la infeccién por el VIH se encuentra asociada
con modificaciones en la microbiota. Sin embargo, también se observa que podrian existir
cambios especificos que puedan estar asociados a ciertas caracteristicas particulares,
como podrian ser el tipo de alimentacion o el uso de una TAR especifica. Este estudio abre
nuevas puertas en torno a la investigacién sobre cambios en la microbiota bajo diversas
condiciones y recalca la importancia de hacer este tipo de investigacién en diferentes

grupos de estudio.

La posibilidad de caracterizar las alteraciones observadas en la microbiota podria permitir
el desarrollo de terapias complementarias que permitieran mejorar la calidad de vida de
los individuos infectados. Algunas posibles aplicaciones de las observaciones de este y los
trabajos previos podrian permitir el desarrollo de tratamientos complementarios a la
terapia antirretroviral. El uso de probidticos y prebidticos que permitieran favorecer a
aquellos taxones que estimulan la regeneracion de la barrera epitelial y de células del
sistema inmunoldgico podria ser beneficiosos para disminuir el estado activado e

inflamado de los individuos infectados.

De igual manera podrian explorarse otros acercamientos como el trasplante fecal. Este

proceso permite cambiar la microbiota alterada por una no alterada al pasarla de un
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individuo sano a uno con alteraciones y ha presentado resultados alentadores en la
infeccidn por C. difficile. Un trasplante fecal podria permitir, en los individuos infectados
por VIH, que los taxones que generalmente se encuentran en baja proporcién y que ahora
se encuentran aumentados, regresen a abundancias bajas y no tengan los efectos dafiinos
presentan al verse desregulados. Por otro lado, podria pensarse también en una terapia
con fagos que permita la eliminacién directa de aquellos taxones que favorecen el estado

de inflamacidn cronica.

En general, una busqueda del aumento de la diversidad y la uniformidad de abundancia,
permitiria que la propia competicion entre los diversos taxones controlara a aquellos
grupos que favorecen el dafo y el estado inflamatorio, que finalmente causa el circulo

vicioso con el daio, la activacidon cronica y el agotamiento del sistema inmunolégico.

77



CAPITULO VII. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS.

1. Conclusién.

En el presente trabajo se logré la estandarizacidon de una técnica de secuenciacion masiva,
gue de manera confiable y accesible permite obtener la composicién de la microbiota
bacteriana de muestras fecales. Esto permitié a su vez observar que la infeccién por VIH
esta relacionada con una disminucién de la diversidad microbiana encontrada en las
muestras y con cambios (aumento o disminucién) en la abundancia relativa de algunos
taxones especificos. De igual manera, se encontré que las alteraciones en la microbiota
no solamente estdn asociadas con el status de infeccidn por VIH, sino también, con el uso
de la terapia antirretroviral, observdndose que diferentes regimenes de tratamiento
afectan de forma diferente la composicidn y diversidad de la microbiota (evento que no
habia sido reportado previamente). Particularmente, en este estudio se observé que una
terapia basada en el uso de Efavirenz estd asociada con cambios mas dramaticos en la
microbiota. Aunado a esto, se observé que la microbiota de individuos que son capaces de
controlar la infeccidon sin el uso de terapia antirretroviral por largos periodos de tiempo,
un grupo que no se habia estudiado con anterioridad presenta caracteristicas similares a
la de individuos no infectados por VIH, lo cual es consistente con un estado inflamatorio
menos evidente y alteraciones intestinales mas benignas.

El presente estudio es el primero que se realiza en un grupo de pacientes mexicanos,
permitiendo comparar lo observado con estudios en otras poblaciones. Se observd que
aunque algunos cambios coinciden con reportado previamente, existen cambios
especificos que se presentan en el grupo de estudio y que podrian estar relacionadas con
el contexto inmunogenético y socio-cultural de la poblacion en si misma.

Finalmente, al conjuntar los resultados obtenidos se logré obtener una imagen mas clara
de las variaciones en la microbiota con respecto a la infeccién por VIH, uso de distintos
tipos de TAR y control de la infeccién en una poblacion con caracteristicas particulares,
observandose que hay cambios tan dramaticos que se mantienen a lo largo de diversas

poblaciones y otros que podrian ser particulares de cada poblacién. Las alteraciones
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observadas en este estudio podrian estimular el interés en la busqueda de terapias
complementarias a la TAR que pudieran mejorar la calidad de vida de los individuos

infectados.

2. Perspectivas.

Existen dos puntos importantes a considerar sobre las perspectivas de este estudio. El
primero es el nimero de muestras y el segundo seria los cambios de la microbiota a lo

largo del tiempo.

Como se ha mencionado con anterioridad, en este proyecto nos encontramos con la
limitante del nimero de muestras debido a la dificultad de encontrar individuos en el
tiempo estipulado. De esta manera seria importante aumentar el nUmero de muestras,
principalmente en los grupos VIH- y controladores. De ser posible seria interesante
aumentar en general el nUmero de muestras en todos los grupos analizados y de esta
manera ver posibles cambios que se encuentran enmascarados o eliminar posibles

resultados espurios.

Por otro lado, es importante recordar que el estudio aqui presentado es un analisis de
cambios en la microbiota de forma transversal. Por tanto, sélo se tiene una pequefia parte
de la historia global, la cual, sélo nos permite hablar sobre una asociacion entre la
microbiota y la infeccidn o el uso de TAR pero no nos permitiria hablar sobre causalidad de
los eventos. Seria interesante poder realizar un estudio longitudinal de los individuos
desde una infeccidon temprana o antes del uso de la terapia antirretroviral, continuar el
seguimiento al inicio de la terapia y seguirlo varios anos después. De esta forma
podriamos hacer asociaciones de qué evento es el que estd teniendo un efecto de
modificacion sobre el otro y de qué forma especifica. De igual manera, se podria observar
cémo van evolucionando los cambios en la microbiota, como algunos taxones van
disminuyendo incluso hasta desaparecer y como otros se van enriqueciendo hasta

dominar en la comunidad.
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Como un punto extra, seria interesante realizar estudios celulares, de marcadores de
inflamacién y activacién y de transcriptémica. De esta forma seria posible conocer no
solamente qué microorganismos se estan modificando, sino también, qué efectos
especificos podria tener esto cambios en el hospedero. Podria explicarse cémo estos
cambios modifican patrones metabdlicos y cdmo esto a su vez modifica a las poblaciones
microbianas. Explicando de una forma mas especifica y certera la comunicacién que hay

entre hospedero y huésped.

Finalmente, la realizacion de este tipo de estudios en otras poblaciones de
microorganismos seria importante, debido a los recientes estudios que han observado la
comunicacion entre estas. Observar cambios en la composiciéon de virus, hongos y
parasitos podria ayudarnos a explicar el favorecimiento de ciertas bacterias o su
decremento. E incluso, cdmo podria existir sinergia o potenciacién de alguno de estos

procesos en la microbiota bacteriana.
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reporie de progreso ol menos 30 dias antss de la fiecha de brmino de su vigends. Bl Comité
dispone en su pging clectrinica de un formatn estindar que podrd LSarse al efectn. Lo anteror
forma parte de las oblpacionss del [mestigador (3 cuales vienen desiritas 3l reversn de ssta hoja,

27 da Moviembre de 2012

CALZ. DE TLALPAN 4502, C. P. 14080, MEXICO, D. F. 54871700, APDO. POSTAL 220672
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INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS ISMAEL COSIO VILLEGAS
CENTRO DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

L

FORMA DE CONSENTIMIENTO ESCRITO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACION DEL INER TITULADO:

“ESTUDIO GENOMICO Y FUNCIONAL DEL MICROBIOMA INTESTINAL DE INDIVIDUOS
MEXICANOS INFECTADOS POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) EN
DIFERENTES ETAPAS DE LA INFECCION CON O SIN TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL
COMPARADO CON INDIVIDUOS NO INFECTADOS-ESTUDIO TRANSVERSAL”

PATROCINADOR

Instituto Macional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER)
SITIO DE INVESTIGACION

Centro de investigacion en Enfermedades infecciosas (CIENI), del Servicio de Infectologia para el
Paciente Inmunecompromatide (SIP1), del INER.

INVESTIGADORES RESPONSABLES

Dr. Gustavo Reyaes Tardn, CIENI, INER
Dr, Santiago Avila Riea, CIENI, INER
Dra. Sandra Pinto Cardeso, CIENI, INER

DIRECCION

Calzada de Tlalpan 4502

Colonia Seccidn XV

CP 14080

México, D. F.

Tels: 5666 7985, 5171 7335, 5171 4735, 5171 4687, 5171 4718

CORREOQ ELECTRONICO Eﬂr%'uﬁffi‘ﬁiﬁ%hﬂm s

santiago.avila@cieni, org. mx
sandra.pinto@cienl.org.mx

Estimada(a) paciente:

'FER, 27 2013

COMITE DE CIENCIA Y BICETICA
Esta es una invitacién para paricipar en un proyecto de investigacion en el gue se

estudiara & un grupo de personas con la infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH),

causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Su participacién es completamente

voluntaria y su decisién de participar o no participar no afectard en absoluto la atencidn que

recibird en el CIENI dol INER.
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Esie estudio se realiza con el apoyo del INER, institucién de renombrade prestigio cientifico en
nuestro pais. Ninguna empresa farmacéutica ni ninguna ofra compafiia privada tiene o tendrd
participacion alguna en esta investigacidn.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

El intestino humano alberga una comunidad bacteriana muy diversa y compleja. Las
comunidades bacterianas del intestino tienen un papel muy importanie en el balance entre la
salud y enfermedad, Se ha comprobado que e camblo de la composicién de las comunidades
bacterianas del intestino estd esociado con enfermedades tal como la obesidad, sindrome del
Intestino inflamado y diabetes fipo 1, entre otros, De hecho, el intestino es importante para la
replicacion del VIH y para la persistencia del virus sobre todo en Individuos infectados que se
encuentran bajo tratamiento antimetroviral. La infeccién por VIH estd asociada a la presencia de
productos bacterianos en [a sangre periférica, que contribuyen a la activacidn del sisterna iInmune
y 8 la progresién a la enfermedad o SIDA. El orgen de la activecién cronica del sistema
inmunoldgico es de gran importancia en ka lucha contra la infeccién por VIH. Por lo tanto, estudiar
la composicién de las comunidades bacierianas infestinales es relevanie para definir nuevos
blancos terapéuticos en conjunio con ofros fratamientos ya establecidos.

OBJETIVO

El presente proyecio tiene como objetivo de analizar el papel de las comunidades
bacterianas en la infeccion per VIH, Paricularmente, se propone describir de |la compoesicion ¥ la
diversidad de las comunidades bacterianas de individuos Iinfectados por VIH.

PROCEDIMIENTOS

Usted ha sido invitado a participar en aste astudio porque:

1. Es una persona gque vive con VIH, que previaments no ha tomado fArmacos
antimetrovirales y con un conteo de linfocitos T CD4 inferior & 200 célulasi

Es una persona que vive con VIH, gque previamente no ha ftomado frmacos
antimetrovirales y con un conteo de finfocitos T CD4 superior a 500 células/ul

Es una persona gque vive con VIH, gue previamente no ha tomado férmacos
antirretrovirales y su carga viral 2sta an nivelas indetectables,

Es una persona gue vive con VIH, gue toma farmacos antiratrovirales por lo manos por 1
afio completo.

ol

En todos los casos, |a decisién sobre & inicio del tratemiento antirretroviral es totalmants
independiente de su participacién en este estudio y serd tomada exclusivamente entre usted y su
. Eu par'ddpndﬁnunuumﬂu no infiuye en la efectividad del tratamianto.

nwﬁdprmhmmmnﬂﬂm cumplan los
D 1, mmmwmmw_mlﬂﬂm“
sitos del punto 3 y 30 parsonas gue cumplan los requisitos ded punto 4.
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<€ oblendran 50 mililtros (8 tubos) de sangre de una vena del brazo en la sesidn de toma de
muestra y se realizaran |las mismas pruebas gue a los individuos que viven con VIH y que incluiran
una revision de infectologla, nuiriclogia y estudic de densimetria dsea sin cargo alguno, en las
mismas instalaciones del CIENI. Ademas se incluirdn estudios de laboratorio clinico sin cargo
alguno en las instalaciones del INER, Estos estudios incluyen una biometria hematica, quimica
sanguinea, peril de lipides v perfil hepatico, sin cargo alguno para usted, Ademas, se estudlaran
las caracteristicas de las células CD4+ y se cuantificaron los producios microbianos presentes an
SU sangre como parte de |a investigacidn.

Ademas, se |e pedira una musestra de heces ¥ s le proporcienard un conteneder de plastico, una
polza plistica e instrucciones para la toma de muestra de heces. Se le pedird ademés llenar un
cuestionaric de frecuencla de consumo alimeniicio, un recordatorio alimenticio de 24hrs (s=
realizaran tres por pariicipante) y un cuestionario de su historia clinica en presencia de médicos
del CIENI, IMER. Estos cuestionarios son muy importantes para el estudio ya que la diata v los
antibitticos Influyen de manera significativa en la composicidn de las comunidades microbianas,
Parte de la muestra de sangre v de la muestra de heces serdn guardadas durante un tiempo
indefinido v podrd ser estudiada nusvamente en el fuluro en el marco de otros proyeclos de
imvestigacidn sobra la Infeccién por VIH. Si los invesigadores responsables de este estudio lo
consideran necesaro, s le podria citar para una foma de muesira adicional, la cual sera
completamente voluntaria. Se tomard esta canfidad de sangre debido a gque se requiers un
numero considerable de células para los estudios considerados.

RIESGOS

El procedimienta para la obtencidn de una muestra de su sangre sera reslizado por
personal calificado, siguiendo todas las precauciones y medidas de higiene necesarias, La
extraccién de sangre produce dolor v moleslias pasajeras en el sitio de puncidn. En raras
ocasionas pueda haber infeccidn en el sifio de la puncién, la cual seria manejada por el personal
médico del CIEMI. La cantidad de sangre extraida no representa riesgos para su salud. Si hubiera
algdn problema relacionado con los procedimientos de este estudio, Se dispondrd por cuenta dal
INER del tratamiento para resclvero (antibidticos, analgésicos, antiinflarmatarios). El INER no
proporcionard compensacion por eventos no relacionados con los procedimientos de aste estudio,
El procedimiento para la obtencién de una muestra de heces serd realizado por e paciente,
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el CIENI.

BENEFICIOS

Usted ne obtendrd beneficios econdmicos por parte del INER al participar en 2! presente
estudio. S5in embargo, la investigacion cortempla la realizaclén de algunas pruebas de laboratoric
gue son Utiles para su seguimlento clinico, las cuales se realizaran sin costo alguno para usted.
gtas pruei:as inciuyen los estudios de carpas viral, conteo de linfocktos T CD4+, quimica

palnRE, hiometria hematica, perfil de lipides, perfil hrepﬁtlm Ademés usted tendrd derecho a

:— de Infectelogia, mnauha de nutriologia y densimetria ésea. Un seguimiento reqular
de la i it por VIH mediante andlisis de laboratorio, incluyendo los que se realizan en el
E_grﬁ.lgnt ecio de investigacion, y consultas médicas periddicas sera de gran beneficico para el
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manajo de la infeccidn y su bienestar. Asi mismo, parficipando en este estudio, usted contribuira
en la oblencién de informacién importante que podria definir nuevas estrategias de tratamiento

u\?‘!?—ldﬁm mlamdmmﬂmﬂmmﬂmldﬂmam
por

OPTATIMIDAD Y LIBERTAD DE RETIRARSE

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. Esto implica que usted puede
decidir no participar, sin que esto afecte su seguimiento clinica yo tratamiento en absoluto. Si
decide parficipar, puede retirarse de este estudio en cualquier momento. Cualquiera de estas
decisiones serd respetada y los beneficios (atencidn clinica, de laboratorio, etoétera) que usted
obfiene como pacienta dal INER no cambiarén. Su tratamiento y sus relaciones con los médicos y
organizadores que participan en esta investigacion no se afectarin en ningln momeanta.

CONFIDENCIALIDAD

Todas las muestras de heces y de sangre donadas para el presente estudio se manejarén
con claves, sin incluir en ningdn momento su nombre o datos personales. Los registros médizcos
donde usted puede ser identificado y el consentimiento informado, autorizado por usted con su
firma, podrian ser requendos y copiados para una inspeccién de los datos o resullados de los
estudios gue podria ser realizada por las siguientes instiluciones nacionales o extranjeras:

o Comitd de Clencia v Biostica en Investigacion del INER {México)
o Secretaria de Salud (México)
o Agencias gubemameniales y comités de élica y derechos humanos de otros paises

Estas instituciones podrian conocer su identidad, pero siempre respetaran su privacidad.
Usted po serd identificedo(a) en ningln caso si los resultados de este esiudio de investigacion se
presentan en reuniones cientificas o en publicacionss. Su identidad no formara parte de los
resultados de este estudio, 8 ser publicados en & medio cientifico v académico especializado,

DUDAS ¥ COMENTARIOS

Si usted tiene dudas o comentarios sobre su parficipacién en este estudio o sobre el
estudio mismo, puede consullar en todo momento a los responsables de esfe proyecto: DOr
Gustavo Reyes Teran, j=fe del CIENI, Dr. Santiago Avila, investigador del CIENI 6 Dra. Sandra
Pinto Cardoso, investigadora del CIENI en la direccidn vy teléfonos indicados en la primera pagina
de este documento. Ded misme mode, usted puede oplar por dirigirse a la Dra. Rocio Chapeia
Mendora, presidenta del Comité de Ciencia v Bioglica en Investigacion de! INER, drgano
encargado de vigilar la investigacion del Instifuto, que se encuenira en |2 Unidad de Investigacion
del INER, Calzada de Tialpan 4502, Colonia Seccidn X\, Delegacion Tlalpan, CP 14080, México
M’E teié\‘nnn S487 1700 et 5110 y 5254, 0 &l comeo elecirinico: coybinen@yahoo, commx

EDADES R ﬁ'Ai’ ;qu“
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CONSENTIMIENTO

Me han proporcionade la Forma de Consentimiento Informado para participar en el
presente proyecto de investigacion, Me han explicado los métedos y procedimientos gue me

realizaran en este estudieo, He hablade directamente can :

quien ha FEEFII:I!'IdI.dD a mi satisfaccidn tedas mis preguntas respecto a este estudio. Acepts dnna}
50 ml de mi sangre para que se estudien las células y el virus en ella. Estoy informado de que
parte de la muestra de sangre serd guardada durante un tienpo indefinido y que podra ser

estudiada nuevamente en ¢l fuluro en el marco de otres prayectos de investigacion.

Doy mi consentimienta de participacién en esta investigacidn y sé bien qua pusdn
retirarme del estudic en cualquier momento si yo lo deseo. 5& que esto no tandrla reparcusiones
en mi atencidn como paciente del INER. Al firmar este consentimiente, no renuncio a ninguno de

mis derechos legales como paiente en un estudio de investigacisn,

Marmbre y firma del pacienta:

Facha;

Mombre y firma del testign 1:

Fecha: Relacidn:

Diraccidn:

Mambre y firma del testigo 1:

Fecha: Relacidn:

Cireccitn:

Mombre y firma del investigador;

g
E
:

Fecha:

}

N
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DECLARACION DE LOS DERECHOS DE LAS PERSONAS EN EXPERIMENTACION

Los derechos que enseguida se describen son los de todas las personas a quienes se les
solicita participar en un estudio de investigacidn:

1. Que me expliquen de qué se trata el estudio y qué estén tratando de encontrar. Tengo
derecho a saber con todos los detalies los objetivos de investigacion.

2. Que me digan exactamente qué me sucedera si participo en un estudio de i

3. Que me expliquen si alguno de los procedimientos, mﬂummn:ﬁmrﬂwlqmn
empleardn en la investipacién son diferentes de los que se usan en la practica médica
rutinaria. Si son diferentes, debo saber con exactitud en qué consisten |as diferencias.

4. Que me describan con precision y de manera que yo lo entienda blen, la frecuencla y la
importancia de los rlesgos a los que seréd sometido, asl como de los efectos adversos o
molestias que puedo tener, relacionados con mi participacién en la investigacian

5. Que me digan sl yo puedo esperar algin beneficlo de mi participacién v, si asi fuera, cudl
seria el benaficio.

€. Que me expliquen olras opciones que yo tengo y cdmo esas opciones pueden ser mejores,
iguales o peores que las de este estudio,

7. Que me parmitan hacer cualquier pregunta que se Me ocuma respecto al estudio, antes de
dar mi consentimienio para participar y durante &l curso del estudio (s decido participar).

8. Que me digan qué tipos de tratamienios estan disponibles para mi, en caso de presentarse
alguna complicacion,

8. Puedo negarme a participar totalmente o, si decido participar, puedc cambiar mi decisidn
acerca de mi participacién después de que haya comenzado el estudic, Esta decisién no
afectara mis derechos para recibir la atencidn médica que yo recibirla sl no estuviera en &l
estudio.

10. Debo recibir una copla del documento o de la forma escrita de mi consentimiento para
participar en esta investigacion,

11. Nadie puede nl debe presionarme cuando yo esté considerando tomar la decision de
participar o no en el estudio.

Si tengo cualquier pregunta, puedo solicitar al Dr. Gustavo Reyes Teran (Tel. 5868 TO8S),
invesstigador principal y Jefe del Centro de Invesfigacitn en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), o a los co-investigadores del astudio,
para que me la resuelvan Ademds puedo establecer comunicacitn con e Comité de Clencia y
Bioética del INER, que se preocupa por la proteccién de los voluntarios de los proyectos de
investigacidn, con su presidente, Dra, Rocio Chapela Mendoza, que se encuentra en la Unigge
Investigacion del INER, Calzada de Tlalpan 4502, Colonia Seccién XV1, Delegacian Tialps
14080, México D, F. al teléfono 5487 1700 ext 5110 y B284, o al comeo eledtiiin
coybinen@yahoo,com.mx

Reacibi;

Fecha:
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