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1 Resumen

Varios estudios han revelado que las alteraciones en el ambiente oral
causan disbiosis en la composicién de la microbiota oral misma que ha
sido asociada a enfermedades orales y sistémicas. Una de las
enfermedades a la que ha sido asociada dicha disbiosis es la
neumonia, la cual es una enfermedad con tasas altas de mortalidad y
morbilidad y la padecen varios de los grupos de riesgo entre ellos
aquellos individuos inmunosuprimidos por infeccidon con VIH. El objetivo
de este proyecto fue caracterizar y comparar la microbiota oral de
pacientes VIH positivos con y sin TAR y con neumonia contra la de
individuos VIH negativos con neumonia, asi como su relacion con el
estado inflamatorio local y los datos clinicos. Para ello, se utilizaron
lavados orales de 70 individuos, de estos se obtuvo el ADN bacteriano
para secuenciar y citocinas para cuantificar la inflamacion local. No se
encontraron diferencias en la inflamacidn local de los grupos de estudio
y no existe una correlacion entre los datos clinicos (carga viral y CD4+)
con los niveles de IL-6 e IL-8. De igual manera, no encontramos una
correlacion significativa entre los géneros bacterianos encontrados con
los niveles de IL-6, IL-8, carga viral y cuenta de linfocitos T CD4*. Se
encontré que el estatus de VIH tiene un efecto sobre la diversidad
microbiana siendo esta mayor en individuos VIH negativos. Al comparar
diversidad entre VIH positivos con y sin TAR encontramos que el TAR
no parece tener un efecto sobre la diversidad. En los perfiles
taxondmicos encontramos géneros bacterianos previamente reportados
en estudios de la microbiota oral entre ellos: Campylobacter, Buelleida,
Atopobium, Actynomices, Granulicatella, Streptococcus Haemophilus,

Veillonella, Rothia, Prevotella, Fusobacterium, Leptotrichia.
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2 Introduccion

2.1 Generalidades sobre la microbiota

2.1.1 Breve historia del estudio de la microbiota

La microbiota se define como un conjunto de microorganismos
presentes en un ecosistemal!. El microbioma es un término utilizado
para describir el conjunto de genes pertenecientes a la microbiota.

Fue Antonie van Leeuwenhoek quien, en 1683 en una carta dirigida a
“La Real Sociedad de Londres” describe por primera vez en muestras
de raspado de sus propios dientes la presencia de lo que ahora se
conoce como un microorganismo?-2,

Desde entonces y hasta la actualidad el estudio de los microorganismos
esta basado en su caracterizacidon morfologica y metabdlica mediante el
uso del microscopio, realizacion de tinciones y su cultivo en condiciones
estandares3. Fue hasta 1977 cuando Carl Woese propuso el uso del gen
ADNr 16S, que codifica al ARNr 16S, para la caracterizacion taxondmica
de las bacterias*. La idea del uso del gen ADNr 16S y el desarrollo de
la primera tecnologia de secuenciacién del ADN por Fred Sanger fueron
los catalizadores que impulsaron y facilitaron los estudios sobre la
microbiota3. Varias técnicas fueron desarrolladas para el estudio de la
microbiota: la técnica de PCR, técnica de FISH, técnica DGGE, entre
otras, y mas recientemente la secuenciacién de siguiente generacion
(NGS).

Hoy en dia el estudio de la microbiota consiste basicamente en
secuenciar una o varias regiones del gen ADNr 16S por NGS (por
ejemplo, para la plataforma Illumina el tamafio maximo aproximado de
estos fragmentos es de 600 pb). Posteriormente, las secuencias
obtenidas son alineadas contra secuencias completas de bacterias que

estan documentadas en bases de datos de tipo referencia como
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GreenGenes, Ribosomal Database Proyect, HOMD; para identificar a
qué bacteria corresponde la secuencia obtenida3. Existen varias
plataformas vy diferentes tipos de quimicas y tecnologias de
secuenciacion NGS que permiten la secuenciacion del amplicon 16S de
manera rapida, sencilla y accesible a la mayoria de los laboratorios.
Tras el desarrollo de las técnicas de secuenciaciédn y su uso para
estudios de microbiota fue necesario el desarrollo de programas que
fueran capaces de analizar la gran cantidad de datos proporcionados
por los secuenciadores. En la Tabla 1 se muestran los programas que
mas comunmente se emplean para el manejo de datos de

secuenciacion completa o parcial del gen ADNr 16S3.
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Tabla 1 Programas para el manejo de datos de secuenciacion

Programa | USO

FastQC Herramienta de control de calidad
Fastx- Herramienta de control de calidad
Toolkit

PRINTSEQ Herramienta de control de calidad

NGS QC Herramienta de control de calidad

Meta-QC | Herramienta de control de calidad

Mothur Analisis de calidad y clasificacidon taxondmica, analisis de
diversidad

QIIME Andlisis de calidad y clasificacién taxondmica, analisis de
diversidad

MEGAN Analisis de calidad y clasificacién taxondmica, analisis de
diversidad

PICRUSt Predecir el contenido funcional de metagenomas
[http://picrust.github.io/picrust/]

LefSE Determinar las caracteristicas que expliguen con mayor
probabilidad las diferencias entre grupos mediante varias
pruebas estadisticas [https://galaxyproject.org]

Adaptada de Alejandra Escobar Zepeda, et.al., Frontier in Genetics, 20153,

2.1.2 Gen ARNr 16S

El ribosoma bacteriano estd compuesto por dos subunidades, la
subunidad grande 50S y la subunidad pequefa 30S. Cada subunidad
estd compuesta por proteinas y ARNr. El ARNr 16S se encuentra en la
subunidad 30S> (Figura 1).
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Figura 1 Estructura del ribosoma bacteriano

Ribosoma Subunidades Macromoléculas
bacteriano

34 proteinas
2 ARNr N
50S 55
i i 21 proteinas
- O

30S

J\ i\

1 ARNr ——» 16S

Tomada de: Maria del Rosario Rodicio, et.al. 2004°.

El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1500
nucleodtidos codificado por el gen rrs, que esta formado por nueve
regiones hipervariables (VI-V9), donde se concentra la mayor
informacion para analisis filogenéticos® (Figura 2). El gen rrs esta
conservado por su funcién primordial dentro del ribosoma bacteriano es
asi que las regiones conservadas son aquellas que se encuentran en
contacto con las proteinas. El gen rrs esta presente en todas las
bacterias esto y sus caracteristicas lo hacen un marcador ideal para
identificar las bacterias a nivel taxondmico®. Sin embargo, el gen rrs
Unicamente nos proporciona una clasificacion taxonémica confiable del
97% a nivel de familia y posiblemente género. Usando la técnica de
secuenciacion del gen ADNr 16S, no podemos identificar especies.
Ademas, este método no nos proporciona informacion sobre la funcidn
de las bacterias, es decir, perfiles metabdlicos, expresion génica etc.
Para conocer ese tipo de informacién se han desarrollado otras
herramientas de investigacion que permiten su estudio: 1.
metagendmica (secuenciacion del ADN total), 2. metatranscriptoma

(secuenciacion de los transcritos de ARN) y 3. metaboloma (perfil
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metabodlico mediante espectofotometria de masas acoplado a

cromatografia en fase liquida)®(Tabla 2).

Tabla 2 Ciencias "6micas" para complementar y profundizar el estudio

de la microbiota

Ciencia

Estudio

Metaranscriptomica

Expresion génica

Metaprotedmica

Proteinas

Metaboldmica

Perfiles metabdlicos

Epigendmica

Perfiles que son el resultado de mecanismos de
regulacion de expresion génica (metilacién,
acetilacién, etc)
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Figura 2 Estructura del ARN 16S
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Nature Reviews | Microblology
Estructura secundaria del ARNr 16S. Se muestran seis fragmentos/regiones (R) de

aproximadamente 250 nucledtidos con base en las regiones variables (V). Las regiones (R)
incluyen las distintas regiones variables: R1 incluye V1 y V2, R2 incluye V3, R3 incluye a V4, R4
incluye las regiones V5 y V6, R5 las regiones V7 y V8, por ultimo, R6 incluye la region V9.
Tomada de Yarza P., et.al., Nature Microbiolgy, 20147,

Pagina | 15



2.2 Microbioma humano

2.2.1 Proyecto del microbioma humano

El proyecto del microbioma humano (HMP) surgié en parte por una
iniciativa de los Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of
Health, NIH, Estados Unidos) en 2008 para estudiar el microbioma
humano en Ila salud y compararlo posteriormente con varias
enfermedades y trastornos metabdlicos que podrian estar ligadas al
microbioma como diabetes, obesidad, enfermedad de Crohn, entre
otros con el objetivo de mejorar la salud humana a través del
monitoreo o manipulacion del microbioma8. En ese proyecto, se
caracterizd el microbioma de cinco sitios anatémicos del cuerpo
humano: tracto gastrointestinal, boca, vagina, piel y cavidad nasal de
un total de 250 voluntarios, que se caracterizaron como sanos, es decir
asintomaticos por enfermedades comuUnmente encontradas en |la
poblaciéon y sin uso de antibidticos®. Con este proyecto surgieron los
primeros estudios de prueba en los cuales se encontraron asociaciones
entre el microbioma de determinados sitios corporales y ciertas
enfermedades, por ejemplo, la relacion de la soriasis con el microbioma
cutaneo, el papel del microbioma intestinal en la obesidad, el
microbioma intestinal y varios canceres, entre otros®. También se
encontrd que la microbiota del tracto gastrointestinal es la mas diversa
y por eso ha sido una de las mas estudiadas por sus asociaciones y

alteraciones con diversas enfermedades.

2.2.2 La microbiota oral

La microbiota oral se define por las comunidades bacterianas presentes
en la boca (cavidad oral) y es la segunda mas diversa del cuerpo
humano. El microambiente de la boca es propicio al crecimiento

bacteriano, con un pH de 6.5-7.5, una temperatura de 37°C y una
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exposicion constante al exterior. Se ha descrito que la cavidad oral
alberga alrededor de 700 especies bacterianas aerdbicas vy
anaerdbicas®. Esas bacterias forman biopeliculas adhiriéndose a las
superficies o estructuras de la cavidad oral del hospedero mediante la
secreciéon de exopolimeros. Un ejemplo de biopelicula es la placa
dental. Existen varios microambientes o habitats en la cavidad oral y
cada uno se caracteriza por una comunidad bacteriana especifical®
(Figura 3).

Figura 3 Comunidades bacterianas que predominan cada habitat de la
cavidad oral

Surco gingival

Superficie dental Fusobacterium,

Streptococcus mutans, Prevotella,

Actinomy o Porphyromonas

Eubacterium,

Peptostrepptococcus

Region orofaringea
Amigdalas Streptococcus salivarius,
Streptococcus vindans, Streptococcus mutans,
Neisseria species, Streptococcus anginosus,
Streptococcus pyogenes,

Haemophilus influenzae,
coagulase-negative
Staphylococci

Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenza,
Haemophilus parainfluenzae

Lengua
Veillonella atypica,
Porphyronas gingivalis,

Placa dental
Actinomyces, Rothia, Kocuria,
Arsenicicoccus, Microbacterium,

Selenomonas species, Propionibacterium,

Actinobacillus Mycobactenium, Dietzia. Turicella,
actinomycetemcomitans, Corynebacterium,

Prevotella intermedia, Bifidobacterium, Scardovia,
Capnocytophaga species, Parascardovia

Streptococcus faecalis,
Eikenella corrodens

Adaptada de: Yenkai Lim, et.al, Theranostics, 20171°,

Los principales filos que encontramos en la cavidad oral son:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinibacteria, Spirochaetes,
Fusobacteria. Dentro de estos filos los géneros predominantes son:
Streptococcus, \Veillonella, Actinomyces, Rothia, Corynebacterium,

Bifidobacterium, Gardnerella, Atopobium, Fusobacterium, Leptotrichia,
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Prevotella, Bacteroides y Porphyromonas't. Aunque estos géneros sean
predominantes y forman parte de la microbiota oral comudn, cabe
mencionar que existe una gran variacion entre individuos con relacion a
la presencia y abundancia de esas bacterias.
Anteriormente se menciond la importancia de la simbiosis entre la
microbiota y el hospedero. Las comunidades bacterianas orales tienen
varias funciones metabdlicas, inmunoldgicas y fisioldgicas tales como?®:
- Diferenciacién y maduracion de la mucosa y del sistema inmune
oral

« Digestién y nutricion
« Mantenimiento de la mucosa oral

+ Homeostasis del sistema inmune: balance entre respuestas
proinflamatorias y antinflamatorias

« Prevenir el crecimiento de bacterias patégenas

Todas estas funciones ayudan a mantener un estado saludable dentro
de la boca. Sin embargo, existen factores que pueden generar una
alteracién en la microbiota oral y por consecuente una alteracidon en sus
funciones llevando a un estado patoldgico con la aparicion de lesiones
orales. Entre estos factores tenemos: dieta, uso de agentes
antimicrobianos, cambios hormonales, mala higiene bucal, inflamacion
gingival, algunas conductas como fumar, consumo de alcohol, el

estatus socioecondmico, etc!? (Figura 4).
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Figura 4 Factores que pueden afectar la microbiota oral

Fumar, consumo

de alcohol y Actividad de las

otras substancias prtT.tEII‘las
nocivas salivales
Antimicrobianos
Sti Higiene oral
(antibioticos) g
(cepillado, enjuage
Y bucal, hilo dental)
medicina
Enfermedades
Factores que Dieta
(Diabetes, VIH) pueden afectar la ’
homeostasis de la (azlcar,
microbiota oral refrescos)

Adaptada de M. Kilian, et.al. British Dental Journal, 2016°.

El estudio de la microbiota oral ha generado interés por su asociacion
con varias enfermedades orales como lo son la caries, gingivitis,
periodontitis; pero también y de manera mas relevante con
enfermedades sistémicas como el cancer ej. Porphyromonas gingivalis
asociada a cancer esofagico, trastorno metabdlico ej. Porphyromonas
gingivalis asociada a aterosclerosis, enfermedades respiratorias ej.
Chlamydia pneumoniae, Klebsiella pneumoniae asociado a neumonia, y
con enfermedades cardiovasculares ej. Campylobacter rectus,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
nigrescens!? [ver Tabla 3 seccion 2.7].

En la infeccion por VIH, se ha reportado que la microbiota oral se
caracteriza por una disminucién en la diversidad bacteriana y un
aumento en bacterias patdégenas con la adquisicidn de infecciones

orales de origen bacteriano, fungico o viral. Estas infecciones son

Pagina | 19



normalmente prevenidas por la presencia de bacterias comensales las
cuales mediante sefiales moleculares conocidas como “quorum sensing”
benefician la colonizacion, formacién de biopeliculas, defensa vy
adaptacién a cambios ambientales® 3. La investigacién de la
microbiota oral en la infeccién por VIH es muy importante ya que varias
patologias/lesiones orales se han descrito entre ellas: micoticas como
candidiasis, criptococosis, histoplasmosis; virales ocasionadas por virus
como herpes zoster, papiloma virus, citomegalovirus; bacterianas como
periodontitis ulcerativa necrotizante, eritema gingival lineal vy
neoplasicas entre ellas sarcoma de Kaposi, linfoma no Hodgkin y

otrasi2.

2.2.3 Concepto de disbiosis
El término disbiosis refiere a una “condicion” en la que la estructura,

diversidad y funcidn de la microbiota se ven alteradas y esto se
acompaia de un efecto detrimental para el hospedero®. Es importante
diferenciar entre la disbiosis y las variaciones normales que pueden
ocurrir dentro de la microbiota. Por ejemplo, se sabe que la primera
colonizacidon bacteriana oral en un individuo ocurre durante el
nacimiento y proviene de las comunidades bacterianas de la madre
dependiendo del tipo de parto ya sea via vaginal o cesdrea. Esta
primera microbiota oral ira cambiando segun varias etapas importantes
de la vida de un individuo como son lactancia, formula, aparicién de la
primera denticion y de la denticion adulta, hasta llegar a una
microbiota diversa y estable, que generara un estado simbidtico con el
individuo!3. En la disbiosis, los cambios generados por diversos factores
como los ya antes mencionados favorecen el incremento de bacterias
patdégenas y también bacterias comensales potencialmente patdgenas,

gue se manifestara por un estado diferente de simbiosis. De tal manera
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que la disbiosis puede ser definida en otros términos como una

“perturbacion a la diversidad y abundancia relativa de los taxos dentro

de la microbiota”.

2.3 Generalidades sobre la cavidad oral

La cavidad oral es donde inicia el tracto gastrointestinal y comprende

varios elementos distintos: paladar duro, lengua, amigdalas, garganta,

encias, placa subgingival, placa supragingival, dientes y labios!? (Figura

5). Dentro de la cavidad oral también se encuentra el MATL que alberga

los componentes inmunitarios que protegen la salud oral y mantienen

un estado homeostatico con la microbiota oral.

Figura 5 Componentes de la cavidad oral
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Tomada de: https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/cavidadoral

2.3.1 Componentes inmunoldgicos de la cavidad oral

La cavidad oral se encuentra en constante exposiciéon a diversos

factores,

en particular

bacterias patdgenas y patobiontes. Esta
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constante exposicibn ha permitido el desarrollo de defensas
inmunitarias innatas y adaptativas para proteger la cavidad oral de
agentes ajenos que puedan causar alguna enfermedad?®4.

Los componentes inmunitarios estan divididos en humorales/secretorios
y celulares; dentro de los primeros tenemos la inmunoglobulina A
secretora (sIgA), lisozimas, defensinas e histatinas. Los componentes
secretorios estan presentes en saliva y son producidos por las células
de la cavidad oral como lo son las células epiteliales o bien por las
células del sistema inmune innato como son macréfagos, células
dendriticas, neutréfilos y linfocitos. La saliva también contiene factores
inmunoldgicos como las proteinas y péptidos antimicrobianos,
peroxidasas, lactoferrinas y fosfolipasas!>.

Dentro de los componentes celulares se encuentran las células
epiteliales, linfocitos intraepiteliales, células NK (natural Kkiller),
granulocitos, macréfagos, células de Langerhans, células B; también
esta presente MALT'4. Cada uno de los componentes celulares de la
mucosa oral expresan receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) como los receptores tipo Toll (TLR), entre otros. Los PRRs al
interaccionar con patrones moleculares especificos presentes en los
diferentes patdgenos (PAMPs) activan al sistema inmune, con la
liberacién de citocinas proinflamatorias'®. Debido a la constante
exposicion de la cavidad oral a diversos factores ajenos vy
potencialmente dafiinos, mecanismos regulatorios han sido
desarrollados e involucran la secrecion de citocinas pro inflamatorias y
antinflamatorias® 17, Bajo condiciones no inflamatorias, la sefializacion
por PRRs inducida por microorganismos comensales o bien |la
presentaciéon de sus antigenos en los nddulos linfaticos juega un papel
importante en la homeostasis y la generacion de la tolerancia
inmunoldgica. Entre los mecanismos que pueden generar tolerancia

inmune se encuentra la supresion de respuestas inmunes de las células
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T ya sea directamente por la secrecion de interleucina 10 (IL-10)
proveniente de las células T reguladoras o de manera indirecta por la

presentacion de antigenos a través de una célula dendritica inmadura?®.

2.4 Infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia Humana

2.4.1 Generalidades del Virus de Inmunodeficiencia Humana

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente causal del
SIDA. El VIH es una de las enfermedades con mayor prevalencia a nivel
mundial. De acuerdo con el UNAIDS, a nivel mundial se estima que
36.7 millones de personas viven con VIH!8, En México, CENSIDA es el
organo encargado de monitorear la prevalencia de la infeccién por VIH
y en 2017 reportdé una prevalencia del 0.2% y 72,505 casos de
infeccion por VIH y 77,951 casos de SIDA??,

2.4.2 Genoma viral y ciclo de replicacion de VIH

El VIH es un lentivirus de la familia Retroviridae que posee un genoma
de dos hebras de ARN de 9.7 Kb. El genoma del VIH se compone de 9
genes en total: tres genes que codifican para proteinas estructurales y
que son comunes a todos los retrovirus: gag, pol y env.
Adicionalmente, el genoma del VIH posee 4 genes codificantes para
proteinas accesorias: nef, vif, vpr, vpu y 2 que codifican para proteinas
reguladoras: tat, rev 20 (Figura 6). Todas las proteinas codificadas por
estos genes participan a la produccion de una particula viral
denominada ‘“virion” (Figura 7A) y son fundamentales para |la

replicacion viral?°,
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Figura 6 Genoma del Virus de Inmunodeficiencia Humana
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El gen gag codifica para la matriz (MA), la capside (CA), nucleocapside (NC) y p6. El gen env
codifica para las fracciones proteicas de superficie (SU, gp120) y transmembranal (TM, gp41).
El gen pol codifica para la integrasa (IN), transcriptasa reversa (RT) y proteasa (PR). Tomada

de: Juan C. Becerra, et al, Microbial cell, 201629,

El VIH tiene como blanco las células que expresan la glicoproteina CD4
y los correceptores para su entrada a la célula hospedera: CCR5 y/o
CXCR4, siendo los linfocitos T CD4* la poblacidén celular mayormente

afectada?!.

El ciclo de replicacion del VIH se puede dividir en dos fases: temprana y
tardia (Figura 7B). Durante la fase temprana, se llevan a cabo los
procesos de unién al receptor CD4 y correceptor CCR5 o CXCR4, fusién
de la membrana viral con la celular, descapsidacidon, transcripcion
reversa y la integracion del genoma viral al genoma de la célula
hospedera. La fase tardia comprende los eventos de expresion génica,
traduccion de proteinas virales y el ensamblaje, liberacion vy

maduracion de la particula viral?223,

2.4.3 Historia natural de la infeccion y patogénesis

La infeccidén por VIH puede ser adquirida por via de transmision sexual,
transmision vertical (madre a infante), transfusiones sanguineas e
inyeccion de drogas intravenosas??. Una vez que el virus ha entrado al
cuerpo, este tiene un tropismo hacia los tejidos linfoides primarios y
secundarios donde se encuentra su blanco: linfocito T CD4"*. La historia

natural de la infeccién por VIH sin tratamiento (Figura 8A) se
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caracteriza por 3 fases distintas. La fase aguda se distingue por una
alta carga viral debido a la alta tasa de replicacion que se estabiliza
(set point viral), una disminucidn drastica en la cuenta de los linfocitos
T CD4* y un estado de activacion inmunolégica denominado como
“tormenta de citocinas”?%24, La mucosa del intestino es la que se ve
mayormente afectada por el virus ya que contiene mas del 60% del
sistema inmune denominado tejido linfoide asociado a intestino (GALT)
y linfocitos T CD4*, en particular células Th17, y es el sitio preferencial
para la replicacion y formacién del reservorio viral (células de vida
larga con el genoma viral integrado)??. La fase croénica puede durar
durante afios con un promedio de 10 afos hasta presentarse la fase de
SIDA. Durante la fase crénica la carga viral se mantiene estable y los
linfocitos T CD4* disminuyen progresivamente hasta llegar por debajo
de 200 células por pl de sangre, que define la fase de SIDA. La etapa
de SIDA es caracterizada por la aparicibn de enfermedades
oportunistas como neumonia, candidiasis, tuberculosis, toxoplasmosis,
sarcoma de Kaposi, entre otras, una carga viral alta y una
inmunodeficiencia severa definido por un conteo de linfocitos T CD4*
menor a 200 células. Esta infeccion sin tratamiento lleva

eventualmente a la muerte del individuo.
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Figura 7 Ciclo de replicacion viral
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A. Esquema de una particula viral donde: gp12: proteina de envoltura, gp41: proteina transmembrana, p17 y p24 son fracciones de gag
B. Diagrama del ciclo de replicacién viral dentro de la célula hospedera: etapa temprana 1-6 y etapa tardia 7-13. Adaptada de Juan

C. Becerra, Microbial cell, 201620 ,
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2.4.4 Tratamiento antirretroviral

El objetivo primario del TAR es disminuir la carga viral a niveles

indetectables, es decir menos de 40 copias de VIH por mL de plasma (Figura

8B). El segundo objetivo del TAR es de propiciar una reconstitucién inmune.
Hoy en dia la FDA (Estados Unidos) ha aprobado 36 antirretrovirales (ARV)

para su uso en el tratamiento de la infeccién por VIH. Los farmacos ARV

tienen como blanco varias etapas del ciclo de replicacion del virus?°:

Inhibidores de la transcriptasa reversa analogos y no analogos de
nucledsidos

Inhibidores de la proteasa

Inhibidores de la integrasa

Inhibidores de entrada

Inhibidores de fusion

El TAR es una formulacion de 3 farmacos. En México, de acuerdo con la

“Guia de Manejo Antirretroviral de personas con VIH” expedido por CENSIDA

201825 |os esquemas de preferencia son:

1.

2.
3.

4,
5.

ABC / 3TC/ DTG
TAF / FTC / EVG /cobi
TDF / FTC / EVG / cobi
TDF / XTC / EFV
TDS / XTC / EFV

El TAR ha permitido mejorar la calidad de vida de las personas que viven

con VIH. Bajo TAR supresivo, la infeccién por VIH es una enfermedad

crénica, con una esperanza de vida similar a las personas sin VIH.
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Figura 8 Historia natural de la infeccién por VIH
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(A). Historia natural de la infeccion por VIH, es decir sin tratamiento antirretroviral y (B). Historia de la
infeccion por VIH una vez iniciado el tratamiento. Adaptada de Juan C. Becerra, Microbial cell, 201629,

2.5 El VIH y su transmision oral

El riesgo de la transmisidon oral de VIH es extremadamente bajo. En conjunto
con la microbiota oral, los componentes del sistema inmune de la cavidad
oral confieren una proteccidn no sdélo contra las bacterias patégenas sino
también contra otros agentes infecciosos ajenos como los virus, y por

supuesto el VIH!4 (Figura 9).
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Figura 9 Componentes secretorios de la cavidad oral y su efecto sobre la
replicacion del VIH
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1) Anticuerpos IgA neutralizan al virus, 2) Trombospondina, proteinas ricas en prolina (PRP) y
proteinas polianionicas interfieren con la unidn del virus a la célula por bloqueo de gp120, 3) Inhibidor
de la proteasa leucocitaria (SLPI) y B-defensina interfiere con la unién del virion a la célula T o
macréfago, 4) B-defensina regula negativamente la expresion de CXCR4, 5) mucinas y aglutininas
salivales se unen a gp120 y lo remueven del virion haciéndolo deficiente, 6) Hipotonicidad de la saliva
lisa células infectadas y bloquea el receptor CD4 y 7) Cistatinas interfieren con el proceso de
maduracion del virion al inhibir a la proteasa viral. Adaptada de: Samantha E. Heron y Shokrollah

Elahi, Frontiers in Inmunology, 201714,

2.6 Enfermedades orales relacionadas con VIH
La microbiota oral en conjunto con los componentes inmunitarios generan un

estado homeostatico en el hospedero y cualquier perturbacién en un
cualquiera de los dos componentes o ambos puede facilitar la aparicion de
una patologia. Setenta a 90% de los individuos que viven con VIH
presentaran al menos una manifestacién oral a lo largo de su vida, se
encuentren o no bajo TAR. Estas manifestaciones orales pueden ser

clasificadas de la siguiente manera:

1. Infecciones, que pueden ser de caracter fungico, bacteriano o viral
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2. Neoplasias, sarcoma de Kaposi, linfoma no Hodgkin

3. Inmunolédgicas

4. Por efectos adversos al TAR
Por ejemplo, la candidiasis es la infeccion de caracter fungico con mayor
incidencia y ocupa el primer lugar de todas las infecciones orales?’:?8, Se
debe estar consciente que existen manifestaciones orales ocasionadas por el
uso del TAR en las que también influye el nivel de inmunosupresién existente
en el paciente ej. Hiperpigmentacion oral, eritema multiforme, entre otras?’.
De entre las enfermedades orales que son mas comunes en la poblacion y
que han sido asociadas a un desequilibrio de la microbiota oral y de la
respuesta inmune se encuentra la gingivitis y la periodontitis. La primera es
caracterizada por el sangrado de las encias y una coloracion rojiza en la
periferia de los dientes y es el primer estadio de la enfermedad periodontal y
es ocasionada por la respuesta inmunoldgica a bacterias.
La periodontitis es un proceso inflamatorio que conlleva un infiltrado
bacteriano ocasionado por un dafio al tejido tras una activacién inmunoldgica
y que puede evolucionar y causar la pérdida de los dientes?8. La candidiasis
oral forma parte de las infecciones orales causadas por una alteracion en las
funciones inmunoldgicas del individuo y su aparicion se favorece al estar
inmunosuprimido?®. La neumonia es otra enfermedad que ha sido asociada a
la microbiota oral. La neumonia es una enfermedad de las vias respiratorias
que tiene como agente etiolégico microorganismos de origen fungico, viral,
bacteriano o parasitario que se desglosan en la Tabla 339, Es una
enfermedad que afecta principalmente a ninos, pacientes geriatricos y
pacientes inmunocomprometidos3!. En México de acuerdo con el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica para el afio 2017 se registraron
123,145 casos de neumonia a nivel nacional sin VIH32, Sin embargo, en
pacientes con VIH al tener cuentas de linfocitos T CD4* bajas y un sistema

inmunoldgico comprometido, el riesgo de contraer neumonia es mayor.
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Tabla 3 Agentes causales de la neumonia

Agente causal
Bacteriano

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus sp.

Pseudomonas aeruginosa

Fungico

Pneumocystiis jiroveci

Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum

Coccidioides immitis
Penicillium marneffei

Aspergillus sp.
Viral
Cytomegalovirus

Parasitario

Toxoplasma gondii

Se han registrado diferentes mecanismos que pueden explicar la relacién
entre la neumonia con la microbiota oral; esto debido a que algunas
bacterias presentes en diferentes sitios de la boca se han registrado como los
causantes de las neumonias3!: Staphylococcus aureus, algunos bacilos Gram
negativos como Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp., cocos
Gram negativos como Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae,
Porphyromonas gingivalis.

De entre los mecanismos propuestos se encuentran: 1. la aspiracidon de
secreciones orofaringeas que contienen agentes patdgenos, 2. deficiencias de
los componentes inmunitarios dentro de los pulmones responsables de

prevenir la colonizacidn de agentes patdgenos, 3. dafo al epitelio respiratorio
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por citocinas secretadas durante la enfermedad periodontal (IL-1A, IL-1B, IL-
6, IL-8, TNF), 4. destruccién de la mucosa oral ocasionada por patologias
como la enfermedad periodontal que favorecen la adhesién de bacterias
patdogenas como BGN y H.influenzae3!.

En un articulo realizado en el INER en 2018 y para determinar la utilidad
diagnostica de muestras bronqueoalveolares y biopsias para el diagndstico
de neumonia, se encontré que las coinfecciones mas prevalentes en
pacientes mexicanos con neumonia se deben a Pneumocystis
jiroveci/Mycobacterium tuberculosis y Pneumocystis jirovecii/Histoplasma
capsulatum. También los autores encontraron que la incidencia de neumonia
bacteriana se incrementa cuando la cuenta de linfocitos T CD4* cae por
debajo de 200 células/pL33.

2.7 VIH y microbiota oral

La infeccién por VIH se ha relacionado con cambios en la estructura y
diversidad de la microbiota oral. En la Tabla 4 se resumen algunos de los
articulos que han estudiado la microbiota oral en cohortes de estudio que
incluyen pacientes con infeccion por VIH y sin infeccidon cuyo objetivo en su
mayoria es comparar los cambios en las comunidades bacterianas presentes
en la cavidad oral. También la relacion de la microbiota oral con otras

enfermedades como cancer.
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Tabla 4 Resumen articulos que han estudiado la asociacion de la microbiota oral y el VIH

Autor (es)

Cohorte de estudio

Tipo de muestra y

metodologia

Hallazgos principales

Kistler, et. al.,
201534

37 individuos VIH +
y

37 VIH -

Muestras de placa
dental y saliva, se
empled la
pirosecuenciacion  de
genes parciales de

16s rRNA

En general la microbiota oral
de ambos grupos fueron
similares, sin embargo, se
encontré Haemophilus
parainfluenzae asociada a
individuos VIH +, y se
encontraron diferencias en la
composicion de la microbiota
de la saliva entre ambos

grupos.

Mukherijee, et. al,
201833

VIH-positivos
fumadores n=48
VIH-positivos no
fumadores n=24
VIH-negativo

fumadores n=24

Caracterizacién de la
microbiota usando la
plataforma de
secuenciacion
IonTorrent empleando

lavados orales.

La microbiota oral de
individuos VIH positivos
fumadores se ve menos
enriquecido que el del grupo
VIH-negativo no fumadores
ademas de un incremento en

la abundancia de bacterias del
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filo Firmicutes comparado con
el grupo de no fumadores. El
micobioma no difiere entre

grupos.

Dang A., et.al,,
2012 36

12 individuos VIH
positivos: 6 con sin
TAR y 6 recibiendo
TAR, 9 VIH-

negativos

Hisopados de la
superficie dorsal de la
lengua. Identificacién
de especies
bacterianas orales
empleando HOMMIN

(Human Oral Microbes

Identification
Microarray) y
asociaciones con
caracteristicas clinicas

de los individuos

Se identificaron 11 géneros
bacterianos en el grupo
control, para el grupo de
individuos VIH positivos sin
TAR se encontraron cuatro
géneros mas. Se encontrd una
correlacion positiva entre la
carga viral y la carga
bacteriana en el grupo VIH
positivo sin TAR, asi como el
incremento en bacterias
potencialmente patégenas en
el mismo grupo

(Prevotella, Veillonella,

Campylobacter,

Megasphaera).

Presti, et. al., 201837

Cohorte de 35

Se comparo el

No se encontraron diferencias
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individuos microbioma oral de |en la diversidad tanto alfa
VIH-positivos muestras de saliva |como beta después de
pareadas: las haberse iniciado el TAR.
primeras muestras
fueron obtenidas antes
de iniciado el ART el
segundo muestreo se
realizé después de la
semana 24 de

iniciado el tratamiento.
Se empled la

secuenciacién de gen

ADNr 16S.
Schmidt, et al., Dos estudios, el Se analizé la | Se encontré una disminucién
201438 primero con un total composicion de la |en la abundancia relativa de

de cinco pacientes y microbiota oral las | Actinobacteria y Firmicutes en
el segundo con un zonas anatdémicas con | muestras con cancer y pre
total de 83 muestras |cancer, sin cancer y |cancer y un incremento en
tomadas de pre-cancer de los | Fusobacteria en muestras de
pacientes con individuos. Se | cancer comparadas con

cancer, pre-cancer e | utilizaron hisopados de | muestras sin cancer.
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individuos sanos

los sitios mencionados
y se secuencid la
region V4 del gen 16s
empleando

pirosecuenciacion

Yhiong Li, et al.,
201439

Dos grupos de 10
individuos cada uno
un grupo con
infeccion por VIH y

otro sin infeccion

Se realizd un estudio
con cultivo
convencional con el
que hicieron
asociaciones con los
niveles de linfocitos T
CD4* 'y dos con
técnicas moleculares:
HOMMIN y DGGE

para caracterizar la

microbiota oral.

Capnocytophaga,

Slackia, Porphyromonas,
Kingella,
Peptostreptococcaceae,
Lactobacillus, y Atopobium, se
encontraron Unicamente en el
grupo VIH negativo. La
prevalencia de Fusobacterium,
Campylobacter,

Prevotella, Capnocytophaga,
Selenomonas, Actinomyces,
Granulicatella, y Atopobium
incrementa con el uso de TAR.
Se encontré que la cuenta de
UFC correlaciona con los

niveles de linfocitos T CD4+.

Pagina | 36




3 Justificacion

El Virus de Inmunodeficiencia Humana es el agente causal del Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida y tiene como blanco principal los
linfocitos que expresan el receptor CD4, asi como los correceptores
CCR5 y/o CXCR4. La infeccion por VIH se caracteriza por una
disminucion en la cuenta de linfocitos T CD4* llevando a un estado de
inmunosupresion y una activacion inmunoldgica que propicia un estado
inflamatorio persistente y la aparicion de enfermedades oportunistas.

A pesar de que la transmision oral del VIH es muy poco probable, el
estudio de cdmo se ven afectados los componentes orales tanto de la
microbiota como del sistema inmune es de igual importancia por dos
razones: 1. se han descrito varias infecciones orales de origen
bacteriano en individuos con VIH, las cuales se presentaran al menos
una vez en sus vidas; 2. se ha asociado la microbiota oral con la
aparicion de la neumonia, enfermedad respiratoria que aparece en la
etapa mas avanzada de la infeccidon por VIH y es causa de mortalidad
en estos pacientes.

En el presente proyecto se buscd -caracterizar las poblaciones
bacterianas de la cavidad oral (taxonomia y diversidad), asi como
determinar el estado inflamatorio dentro de la cavidad oral (local) y
compararlos entre los grupos de estudio: VIH seronegativos, VIH
seropositivos con y sin TAR ambos grupos con neumonia, para
determinar si existe alguna relacion entre la microbiota oral y el estado

inflamatorio por la infeccidon con VIH.
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4 Hipotesis

En pacientes con infeccién por VIH la diversidad de la microbiota oral se
vera alterada en comparacién con individuos sin VIH, de igual manera,
el uso del tratamiento antirretroviral estara influyendo en los cambios
de la diversidad entre pacientes que se encuentran bajo una terapia
antirretroviral al ser comparados con los pacientes positivos sin TAR. En
cuanto a los niveles de inflamacidon local se espera que en pacientes
VIH seropositivos sin TAR existan niveles mas elevados comparandolos

con aquellos VIH seropositivos bajo TAR y VIH seronegativos.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Caracterizar la microbiota, en lavados orales de pacientes con infeccidon
por VIH, con neumonia con y sin tratamiento antirretroviral y

compararlas con individuos sin infecciéon por VIH y con neumonia.

5.2 Objetivos particulares

» Seleccionar una cohorte de estudio con los siguientes criterios:
15-20 individuos con VIH sin TAR, 15-20 individuos con VIH
con TAR y de 15-20 individuos sin VIH de un protocolo activo
con cédigo B08-16.

» Describir la microbiota oral y compararla entre grupos de

estudio.

» Cuantificar el estado inflamatorio local y compararlo entre

grupos de estudio.

» Correlacionar el estado inflamatorio local y la microbiota oral.
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6 Materiales y métodos

6.1 Cohorte de estudio

Los pacientes se seleccionaron de una base de datos de pacientes que
ingresaron al protocolo con coédigo B08-16 y titulado: “Caracterizacion
del microbioma vy poblaciones inmunes celulares de pacientes
infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y con
neumonia” (Anexo 1). El protocolo recibié aprobacién por parte de los 3
comités del INER: Comité de bioseguridad, Comité de Investigacion y
Comité de Etica en Investigacion y se desarroll6 en el Departamento de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del INER. Los
pacientes que ingresaron al estudio firmaron una carta de
consentimiento (Anexo 2). Los criterios de inclusién para el grupo con
VIH fueron los siguientes: tener diagndstico confirmado de neumonia y
de infeccién por VIH, requerir un lavado bronqueoalveolar (LBA) por
razones de diagndstico, y tener una edad de 18 a 60 afos. Para el
grupo control: tener diagndstico confirmado de neumonia y sin
infeccidon por VIH, confirmado por ELISA de cuarta generacion, requerir
un LBA por razones de diagnostico, y tener una edad de 18 a 60 afios.
Se excluyeron en los 2 grupos los pacientes con quimioterapia, bajo
tratamiento inmunosupresor post-trasplante y con tratamiento por
corticosteroides con una duracion mayor a 3 semanas antes del LBA. Al
momento del inicio del proyecto de Licenciatura, se tenian reclutados
245 pacientes en total, de los cuales 22 eran VIH- y 223 eran VIH+.
Los pacientes que fueron seleccionados para este proyecto son un
subgrupo de los pacientes con las caracteristicas antes mencionadas.

La cohorte consta de un total de 70 pacientes, de estos individuos 22
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son VIH- y 48 VIH+; de los pacientes VIH+ se subdividieron de acuerdo
con el uso de TAR; 22 se encontraban bajo TAR y 26 sin TAR. Se buscé
incluir pacientes que se reclutaron en cada ano del protocolo activo
(2016, 2017, 2018) y cada estacion (primavera, verano, otofio e
inverno) para mitigar el efecto de la temporalidad sobre los resultados.
También se intentd seleccionar individuos con el mismo grado de
inmunodeficiencia (cuenta de linfocitos T CD4%). Este proyecto es un

estudio retrospectivo y observacional.

6.2 Obtencion de los lavados orales

Las broncoscopias se realizaron en el servicio de Broncroscopia del
INER. Los pacientes fueron trasladados de sus camas al servicio de
broncoscopia, donde se realizé la broncoscopia y toma de muestra para
diagnostico e investigacion. Se tomaron muestras de: sangre periférica,
lavado oral (LO) con 15 mL de solucién salina NaCl 0.9%, lavado del
broncoscopio (LB) como control interno, y lavado bronqueoalveolar
(LBA) para investigacién y se recolectaron las fracciones restantes de
las 3 jeringas, J1, ]2, J3 ya que se manda una fraccion del LBA al
laboratorio de diagndstico microbiolégico del INER para determinar el
agente causal de la neumonia y al CIENI para la prueba de tuberculosis
con GeneExpert). En el servicio de broncoscopia, se colocaron los tubos
LO, LB, LBA en una hielera llena de hielo y la hielera fue transportada
al Laboratorio de Bioseguridad nivel-3 (BSL-3) del CIENI dentro de los
primeros 15 minutos. Dado que el presente proyecto consistié en
caracterizar las poblaciones bacterianas orales usando los LO, solo se
mencionara el procesamiento de esas muestras. En el BSL-3, los LO
fueron procesados en una campana de bioseguridad, con equipo de
proteccion personal (Tybec). Se transfirieron 5 mL de LO, incluyendo la

fraccién celular, es decir, sin previa centrifugacién) en un tubo cénico
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de 15 mL etiquetado apropiadamente y se guardaron las muestras a -
80°C hasta su uso.
6.2.1 Preparacion de los lavados orales para cuantificacion de
citocinas y extraccion de DNA
Los LO fueron descongelados en hielo dentro de la campana de
bioseguridad en el BSL-3. Una vez totalmente descongeladas, los LO
fueron mezclados por inversidon del tubo varias veces y se transfirieron
1.5 mL de LO en un vial y se centrifugaron a 14, 000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Se transfirio el sobrenadante a otro vial debidamente
etiquetados sin tocar el pellet. El sobrenadante se empled para la
cuantificacion de citocinas y el pellet para la extraccion de ADN. Ambos
tubos fueron almacenados a -80°C hasta su uso. Al tener un total de
70 muestras se decidid realizar tanto la cuantificacion de citocinas
como la extraccién de ADN en dos lotes con el mismo numero de
muestras VIH+ TAR+, VIH+ TAR-, VIH- y controles.

6.3 Optimizacion del ensayo Luminex

Se utilizé el kit Human Ultrasensitive Cytokine Magnetic 10-Plex Panel
(Invitrogen, ThermoFisher) para cuantificar un total de 10 analitos (9
citocinas y 1 factor de crecimiento): IL-1f3, IL-10, IL-6, IL-5, IL-2, IL-4,
IL-8, GM-CSF, IFN-y, TFN-a. Se utilizé el equipo Luminex 100/200 vy el
software xPONENT® 3.1. El software genera una curva estandar para
cada uno de los analitos mediante un modelo log logistico de cinco
parametros (5PL), cada curva tiene un limite de deteccion bajo y alto
(inferior/superior) que proporcionaran el valor de las concentraciones
maximas y minimas que pueden ser cuantificadas de manera confiable.
En la figura 10 se muestra un diagrama de flujo de la técnica de

Luminex y la preparacion de los reactivos se explica en el anexo 3.
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La optimizacion se realizd con el proposito de conocer el factor de
dilucion de los LO apropiado para los tres grupos de estudio: VIH + TAR
+, VIH + TAR -, VIH - y determinar el nimero de estandares
necesarios para que la determinacion de todas las citocinas estuviera
dentro de los limites de deteccion inferior y superior de la curva
estandar. Con base en los resultados obtenidos en la optimizacion se
decidié no diluir las muestras de LO y realizar una curva estandar con

10 estandares.

6.4 Cuantificacion de citocinas en lavados orales:
Se cuantificaron las citocinas en los LO de la cohorte de estudio, de

acuerdo con nuestra optimizacion y al manual del usuario, se
emplearon 100 pyL de LO sin diluciéon y una curva con 10 estandares.
Para cada muestra se obtuvieron concentraciones para cada analito. En
caso de que la concentracién de algun analito encontrara por debajo del
limite inferior se acotd la mitad del valor dado por el limite interior, si el
valor superaba el limite superior se acotd el valor dado por el limite
superior.

Los resultados fueron normalizados con respecto a la cantidad total de
proteina (ver apartado 6.5) y se empled la siguiente férmula para el
calculo final:

Log 10 (%)

Proteinas totales (%)

Analito (%) =
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Figura 10 Diagrama de flujo para Luminex.
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Tomado de http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/LHC6004M Manual Human
Ultrasensitive Cytokine Magnetic 10-Plex Panel.
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6.5 Cuantificacion de proteinas totales

Debido a la variabilidad en los volimenes obtenidos para los LO (15-40
ml) en el servicio de Bronscospia, se decidié cuantificar las proteinas
totales de los LO para normalizar la concentracion de las citocinas y
minimizar el efecto del factor de dilucién inicial. Para la determinacion
se empled el NanodropOne™UV-VIS spectrophotometer (Termo Fisher,
US) mediante la determinacién a 205 nm. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 5.

6.6 Extraccion de DNA de lavados orales

La extraccion de DNA se realizé con el kit DNA PureLink™ Microbiome
DNA Purification DNA (Invitrogen, ThermoFisher, US) de acuerdo con
las indicaciones del fabricante. El kit provee los reactivos necesarios
para llevar a cabo la extraccién del ADN e incluyen: buffer de lisis,
potenciador de lisis, buffer de lavado y buffer de elucion, tubos de
coleccién, columnas con filtro y tubos con perlas. Brevemente, el
proceso de extraccion consiste en lisar las células usando un buffer y
potenciador de lisis, periodos de agitacion y calentamiento y una accion
mecanica con perlas usando un agitador horizontal “bead beat”. Una
vez lisadas las células, se une el ADN a la columna con filtro usando el
buffer de union. El paso final es el lavado de la columna con una
solucién a base de alcohol y elucion del ADN (Figura 11). Se determind
la concentracion (ng/uL) y la pureza A260/280 en un rango de 1.8-2.0
usando el NanodropOne™UV-VIS spectrophotometer (Termo Fisher,
US). Los resultados se muestran en la tabla 5.

La extraccion de ADN de LO se realiz6 en dos rondas de extraccion. Se
incluyeron controles negativos: CTRL-SOL. SAL y CTRL-DH;0O siendo el

primero la solucidn salina empleada para obtener los LOs y el segundo
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el buffer de elucién de ADN para descartar contaminacién por bacterias

que se encuentran en los kits de extraccién y el laboratorio en general.

Figura 11 Diagrama de flujo para extraccion de ADN
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A29790
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Tabla 5 Cuantificacién de proteinas totales y ADN extraido

Muestra Proteina DNA Muestra Proteina DNA Muestra Proteina DNA
(mg/mL) (ng/uL) (mg/mL) (ng/uL) (mg/mL) (ng/uL)
LO-1 0.763 160.5 LO-25 0.393 166.6 LO-48 0.153 4.6
LO-2 0.132 11.8 LO-26 0.492 129.7 LO-49 0.237 56.8
LO-3 0.434 35.3 LO-27 0.628 76.4 LO-50 0.108 3.2
LO-4 0.407 3.6 LO-28 0.340 22.0 LO-51 0.123 0.6
LO-5 0.627 13.8 LO-29 1.173 0 LO-52 0.099 24.0
LO-6 0.793 91.7 LO-30 0.789 40 LO-53 0.028 9.3
LO-7 0.134 17.6 LO-31 0.589 77.4 LO-54 0.151 60.1
LO-8 0.499 29.1 LO-32 0.068 5.4 LO-55 0.133 69.3
LO-9 0.349 84.5 LO-33 0.093 16.4 LO-56 0.096 10.2
LO-10 0.259 11.9 LO-34 0.322 19.4 LO-57 0.913 12.7
LO-11 0.156 8.7 LO-35 0.271 30.2 LO-58 0.214 16
LO-12 0.116 42.6 LO-36 0.065 1.06 LO-59 0.716 64.8
LO-13 0.473 17.2 LO-37 0.414 26.4 LO-60 0.191 65.2
LO-14 0.293 16.5 LO-38 0.039 2.4 LO-61 0.125 33.8
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LO-15 0.187 15.1 LO-39 0.075 35.5 LO-62 0.644 114.2
LO-16 0.218 27.9 LO-40 0.054 154 LO-63 0.622 29
LO-17 0.172 58.1 LO-41 0.078 6.6 LO-64 0.317 36.4
LO-18 1.136 49.7 LO-42 0.350 7.7 LO-65 0.743 130.2
LO-19 0.750 8.2 LO-43 0.287 5.6 LO-66 0.706 150.4
LO-20 0.673 18.8 LO-44 0.301 63.9 LO-67 0.157 32.5
LO-21 0.383 33.4 LO-45 0.204 71.9 LO-68 0.090 14.4
LO-22 0.571 21.1 LO-46 0.109 34.0 LO-69 0.096 19.6
LO-23 0.216 6.9 LO-47 0.279 91.2 LO-70 0.108 17.7
LO-24 0.530 3.1 CTRL- 0.107 16.3 CTRL1- 0.124 11.9
VIH+ 1 VIH-
CTRL1- 2.0 CTRL1- 2.1 CTRL2- 0.108 28.3
SOL.SAL DH>0 VIH+
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6.7 Preparacion de librerias de tipo 16S y secuenciacion:

Para caracterizar las bacterias en los LO utilizamos las regiones V3 y V4 del
gen 16S y se secuenciaron con el equipo MiSeq de Illumina. En la Figura 12
se muestra la quimica de secuenciacion de fragmentos de ADN de la
plataforma Illumina. Primero se generan librerias que se definen como un
fragmento de ADN correspondiente a una o varias regiones del gen 16S con
adaptadores necesarios para la secuenciaciéon e identificacion de estas
(index). Una vez generadas las librerias, estas se cargan en el equipo
dentro de una celda de flujo que contiene oligonucleétidos. En la celda,
ocurre una amplificacién clonal en puente. Esta amplificacion consiste en la
alineacién de las librerias a los oligonucleétidos dentro de la celda de flujo.
Una vez alineados las cadenas se doblan y se alinean con otros
oligonucledtidos formando un puente. Se genera la cadena complementaria
y se repite el proceso hasta generar cllUsteres. El siguiente paso es la
secuenciacion. Illumina emplea el método basado en la terminacién
reversible, el cual utiliza nucledtidos marcados con fluoréforos que son
incorporados a los extremos 3’-OH. Tras ser excitados por un laser, se
generara una lectura del fluoréforo que corresponde al nucledtido
incorporado (adenina, guanina, citosina, timina). Una vez reconocido el
nucledtido incorporado, el fluoroforo es removido y se libera el extremo 37 -
OH para que se incorpore el siguiente nucleétido y asi sucesivamente hasta
generar una secuencia de 300 pb. En la figura 13 se muestra un diagrama
de flujo general desglosando las etapas necesarias para la elaboracion de

las librerias.
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Figura 12 La quimica de los secuenciadores Illumina

A. Preparacion de Ia libreria
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C. Secuenciacion
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Datos son exportados en un archivo de salida

Cluster 1 > Read 1; GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA... ;
Cluster 3 > Read 3: CTAG... Archivo de
Cluster 4 > Read 4: ATAC..,  (€Xt0

Reactivos de secuenciacion, incluyende nucledtides marcados con
fluorescencia sen adicionades y la primera base es incorporada. La
celda de flujo es fotografiada y la emision de cada clister es
grabada. La longitud de onda e intensidad de emisidn son usadas
para identificar la base. Este ciclo se repite “n” veces para crear una
lectura de longitud de “n"hases.

B. Amplificacion de cluster

l Celda de flujo

Ciclos de
amplificacidn en
puente

Cluster

(N
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La libreria es cargada dentro de una celda de flujo y los fragmentos
son hibridados en la superficie de la celda de flujo. Cada fragmento
unido es amplificade dentro de un clister clonal a través de una
amplificacidn en puente.

D. Alineamiento y analisis de datos

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
Lecturas GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Genomade A ATGGTATTGCAATTTGACAT

referencia

Las lecturas son alineadas a una secuencia de referencia con
programas bicinformaticos. Después del alimeamiento, las
diferencias entre el genoma de referencia y las nuevas sevuancias
pueden ser identificadas.

Adaptado de www.illumina.com/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf
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Figura 13 Diagrama de flujo para la preparacion de librerias
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Tomado del manual: 16S Metagenomics Sequencing Library Preparation de Illumina

6.7.1 Amplificaciéon de la regiéon V3-V4 del gen rRNA 16s (PCR V3-
V4), PCR index y purificacion de los productos amplificados

La preparaciéon de las librerias empieza con la amplificacidon de la region V3-

V4 del gen ARNr 16S usando primers especificos para generar un amplicdn

de aproximadamente 460 bp (Figura 14). La secuencia de los primers es:

16S Amplicén PCR Forward Primer = 5’-3’

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

16S Amplicén PCR Reverse Primer = 5’-3’

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA

TCC

(T:timina, G:guanina, C:citosina, A:adenina).

Dentro de las secuencias de los primers se encuentran bases degeneradas

segun el cédigo internacional IUPAC: W: Ao T; N: A, T,Co G, H:

A, C o] T; y V: A, C o] G

[https://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html].
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Figura 14 Diagrama de la preparacion de la PCR
Amplificacion del templado de ADN usando primers de region especifica
con adaptadores
Adaptador forward:

5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' - ; . . -
Region del primer de interés especifico

\ Adaptador reverse:

5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

W ,ﬂ/
S = Y

Union de indices y de adaptadores de secuenciacion Illumina usando el kit
Nextera XT Index
Ps \

Index 2

Regidn del primer de interés especifico

\, Index 1
\ P7

Librerias normalizadas y agrupadas

Secuenciar

Adaptado del Manual: 16S Metagenomics Sequencing Library Preparation de Illumina

La PCR V3-V4 se realizé el mismo dia para todas las muestras. Se cargaron
tres placas de 96 pozos con las 70 muestras de ADN mas los controles por
triplicado. Ademas, se realizé un control de amplificacién para cada placa
(mismos reactivos, pero en lugar de ADN se agregd dH.0). La Tabla 6 y 7
desglosan los reactivos y ciclos de reaccion para la PCR V3-V4
respectivamente.

Se verificd la amplificacién mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Anexo 3) y el uso del marcador de peso molecular de 100 pb. Al corroborar
amplificacion exitosa de los productos V3-V4, se juntaron los triplicados de

cada muestra en un solo tubo y se realizé la purificacién de los productos
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de PCR V3-V4 como lo indica el protocolo usando 40 uL de perlas Ampure

XP por muestra.

Tabla 6 Reactivos para PCR V3-V4

Reactivo Volumen (ul)
HI-Fi buffer 10X 2.5
MgS0O4 50nM 2

dNTPs 10mM 0.5
DMSO 1.25
Primer F 10uM 0.5
Primer R 10uM 0.5
Hi-Fi Taq polimerasa 0.25
dH20 12.5

ADN (5 -20 ng/uL) 5
Total 25

Dénde: dH;0, corresponde a agua MilliQ empleada para la PCR

Tabla 7 Ciclos de reaccion PCR V3-V4

950C por 3 minutos

25 ciclos de:
950C por 30 segundos
550C por 30 segundos
72°C por 30 segundos

72°C por 5 minutos

Mantener a 4°C
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Después de la purificacion del producto de PCR V3-V4, se realizd la segunda
PCR. Esta PCR tiene como objetivo indexar los productos V3-V4 con un par
de indices diferentes (NXXX, SXXX), lo que se define como una libreria: un
producto de PCR V3-V4 indexado correspondiente a una muestra. Los
indices permiten identificar cada producto de PCR de manera Unica. Esto
con la finalidad de secuenciar varias librerias al mismo tiempo y poder
identificar mediante estos indices las secuencias de cada muestra. Los
indices son secuencias de 8 bp proporcionadas por el kit Nextera XT index
(Ilumina, CAL, US). La mezcla y el ciclo de amplificacidon para PCR de index
se indica en la Tabla 8 y 9 respectivamente. La purificacion de la PCR de
index se realizd como lo indica el protocolo usando 56 pL de perlas Ampure
XP por muestra.

Tabla 8 Reactivos para PCR de index

. Vol. Total
Reactivo (uL)
HI-Fi buffer 10X 2.5
MgS0O4 50 mM | 2
dNTPs 10 mM 0.5
DMSO 1.25
dH20 28.5
Hi-Fi Tag polymerase 0.5X 0.25
index SXXX 5
fndex NXXX 5
PCR V3V4 purificada 5
Total 50

Pagina | 54



Tabla 9 Ciclos de reaccién para PCR de index

950C por 3 minutos

8 ciclos de:
950C por 30 segundos
550C por 30 segundos
72°C por 30 segundos

720C por 5 minutos

Mantener a 10 °C

6.7.2 Cuantificacion y normalizacion de las librerias:
Se cuantificaron las librerias utilizando el fluorometro Qubit® 3.0
(Invitrogen, Life technologies) de acuerdo con las indicaciones del

fabricante. Las librerias se normalizaron a 4 nM siguiendo los siguientes

calculos:
1.
. ng
Concentracion de la muestra (—L)
5 HY %105 = nM
660 mol x 610 pb
2.
(4 nM)(50 uL)
= volumen de la muestra
x nM
Donde:

X NM: corresponde a la molaridad de cada muestra

4 nM: concentracién final para cada muestra
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50 pL: volumen final de la muestra a 4 nM

Promedio del tamafio de la libreria: 610 bp

6.7.3 Pooling de librerias

Una vez normalizadas las librerias a 4 nM, se juntaron en un tubo LoBind de
1.5 mL. Se dividieron las 70 muestras mas controles en dos pools de
librerias (LO-1, LO-2) para la secuenciacién que corresponden a los dos
lotes de extraccion y sus controles correspondientes. Los pools de librerias
se visualizaron en el equipo bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Techonologies, Inc.) para verificar el tamafio promedio del pool de librerias,
y verificar la molaridad (Figura 15). Se corrieron varias concentraciones del
pool de librerias: 1:10, 1:50, 1:100 para determinar con certeza la
molaridad de cada una. Esta verificacion es un paso importante para
realizar la secuenciacién, ya que de esta depende la calidad de la corrida de
secuenciacion. Los 2 pools de librerias se llevaron a una molaridad final de
4 nM.

6.7.4 Desnaturalizacion y secuenciacion de la libreria:

Se secuenciaron las librerias LO-1 y LO-2 en 2 corridas independientes.
Ambas librerias fueron desnaturalizadas dos veces antes de cargarlas en el
equipo. La primera desnaturalizacion se realiz6 mezclando 5 pL de la
libreria con 5 pL de hidroxido de sodio al 0.2 N, se incubd por 5 min y se
agregaron 990 pL de HT1 para obtener una concentracion de 20 pM. La
libreria a 20 pM se diluyé nuevamente para obtener una concentracion final
de 14 pM. El mismo procedimiento se realizd6 para el control interno de
secuenciacion (PhiX). Finalmente, se mezcla 75% de la libreria a 14 pM con
25% del PhiX a 14 pM. La mezcla es desnaturalizada a 96°C durante 2 min.
Las librerias se corren a 2x300 ciclos. El secuenciador MiSeq da como

resultado lo que se muestra en la Figura 16.
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Figura 15 Datos obtenidos a partir del programa de Agilent
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El programa del bioanalizador Agilent 2100 da como resultados: A.

Un gel donde se representa en

verde el marcador peso molecular (PM) de 35 y en morado el marcador de PM alto de 8,000. Las 2

librerias se encuentran cercanas a las 600 pb, ya que el amplicdn V3-V4 es de aproximadamente 460

pb mas los indices y adaptadores que fueron adicionados. B. Se indica lo que representa cada carril

del gel. C. Los electroferogramas de las librerias a cada dilucién (1:10, 1:50 y 1:100). El control

negativo (NTC) es dH,0 en lugar de librerias
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Figura 16 Resumen de las corridas realizadas en el secuenciador
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A. Griéficos obtenidos al terminar la secuenciacion, cada uno son representaciones de calidad de la

corrida, B. Métricas de la corrida LO-1 y LO-2 en C. Estas Gltimas contienen datos como ciclos

realizados, el tamafio de la secuenciacion, alineamiento, tasa de error y la Q obtenida.
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6.8 Analisis

6.8.1 Datos estadisticos:

Se utilizé el programa de GraphPad Prism version 6 para hacer los analisis
estadisticos de la cohorte de estudio, asi como para las comparaciones de
las citocinas cuantificadas. Para los datos obtenidos de Luminex se
realizaron las comparaciones para aquellos analitos que obtuvieron el 95%
de muestras determinadas, por lo que GM-CSF no se analizd. Se utilizaron
métodos no paramétricos: Mann-Whitney para comparaciones entre dos
grupos y Kruskal-Wallis para 3 grupos o mas, corrigiendo las p por
comparaciones multiples por el método de Dunn. Para todos los analisis
estadisticos se consideré un valor de significancia menor a 0.05. Las
correlaciones se realizaron con el método de Spearman, para considerar
una correlacion fuerte se debe tener un valor de Rho > 0.75, una
correlacion intermedia se obtendra a una Rho > 0.50 y un valor de Rho <

0. 50 corresponde a una correlacion débil.

6.8.2 Datos de la microbiota oral:

Etapa 1. Generacion de las Unidades Taxonomicas de Operacion
(OTUs)

Para la caracterizacion de la microbiota oral, las secuencias obtenidas a
partir del secuenciador se manejaron con el programa QIIME v 19.1. QIIME
es una herramienta bioinformatica que permite al investigador realizar los
controles de calidad de las secuencias obtenidas, generar OTUs y asignar
taxonomia a cada OTU, reconstrucciones filogenéticas, analisis de
diversidad alfa y beta y sus visualizaciones en diferentes formatos
(http://qgiime.org). QIIME se utilizd a partir de las lineas de scripts en una
terminal de tipo Linux.

Las secuencias crudas se encuentran en formato FastQ. El formato FastQ

contiene un identificador, las secuencias forward (R1) y reverse (R2) de
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cada una de las muestras, un signo de + y controles de calidad en un
formato ASCII (Figura 17).

Figura 17 Ejemplo de un formato FastQ

Etiqueta
Secuencia
@FORJUSPO 2AJW,D_1
CCGTCAATTCATTTAAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT

+
AAAAAAAAAAAA:|:D9@: : : : ?2@@: : FFAAAAACCAA: : : : BB@@?A?

EN

Valores de Q (como cardcteres ASCII)

Base=1, Q="'=25

Estas secuencias R1 y R2 deben ser unidas para obtener el fragmento
completo de DNA que corresponde a las regiones V3-V4. Para unir las
secuencias se empled el script join_paired_ends.py -f (forward reads) -r
(reverse reads). El siguiente paso fue remover secuencias de baja calidad
(<Q20) usando el script split_libraries_fastq.py. Una vez realizado este
paso se obtienen las secuencias en un formato “fna”. Las secuencias
obtenidas se cuentan utilizado el script count_seqs.py. Todas las secuencias
son concatenadas en un solo archivo en formato fna.

Para la generacién de los OTUs y la asignacion de una taxonomia a cada
OTU, se utilizé el script pick_closed_otus.py con un porcentaje de similitud
entre secuencias del 97%, con la base de datos GreenGenes version 13_8.
El programa genera una tabla de OTUs en formato BIOM, Antes de proceder

a los demas analisis, se filtro la tabla de OTUs para remover OTUS con

Pagina | 60



menos de 10 secuencias debido a errores de secuenciacién y con una
fraccion menor al 0.05% (OTUs de muy baja frecuencia). Se obtiene una
tabla de OTUs finales con una asignacién taxondmica a cada OTU por
individuo en formato BIOM.

Etapa 2. Analisis de diversidad

La tabla de OTUs filtrada fue el punto de partida para los analisis de alfa
diversidad, de beta diversidad, las correlaciones con el estado inflamatorio,
las correlaciones con los datos clinicos y el analisis LefSE (Linnear
Discriminant Analysis Effect Size).

Al tener un numero de secuencias diferentes para cada muestra se decidid
hacer una rarefaccién de las muestras a una profundidad de 25,000
secuencias.

Para la alfa diversidad o la riqueza y abundancia de especies dentro de una
muestra, se utilizd el script: alpha_rarefaction.py y se calcularon 3 indices
de alfa diversidad: Chaol, Shannon y observed_OTUs. Los resultados se
visualizaron y analizaron con GraphPad Prism version 6. Para los analisis
de beta-diversidad se empled el script beta_diversity_through_plots.py
calculando unweighted y weighted UniFrac; donde weighted UniFrac
considera tanto la abundancia relativa como la presencia de las especies,
mientras que unweighted UniFrac solo considera la presencia de las
especies. Los resultados se visualizaron mediante graficos de tipo PCoA y se
compararon los grupos de estudio con el script compare_categories.py y
PERMANOVA para determinar que factor influia mas sobre el agrupamiento
de las comunidades bacterianas.

Etapa 3: Core microbiome

Los analisis de tipo “core microbiome” consiste en conocer qué bacterias se
encuentran presentes en todos los individuos. Se utilizd el script
compute_core_microbiome.py.

Etapa 4: Correlaciones
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Las correlaciones entre OTUs, niveles de inflamacidén y datos clinicos se
realizaron mediante el script observation_metadada_correlation.py
utilizando el método de Spearman con un valor de p corregida asignado por
el método Bootstrapping. Se analizaron aquellos géneros bacterianos con
una p < 0.05. Las correlaciones se visualizaron con el programa de
GraphPad Prism version 6 con el método de Spearman considerando las
Rho como se menciond en la seccion 6.8.1.

Etapa 5: Busqueda de biomarcadores

El programa LEfSE es un analisis discriminante lineal (LDA) que busca
encontrar biomarcadores, es decir en nuestro caso, bacterias que
identifiquen y caractericen la microbiota de diferentes grupos de estudio y
puedan explicar esas diferencias. El programa emplea dos pruebas
estadisticas (Kruskal-WIllis y Wilcoxon) para encontrar los biomarcadores y
los clasifica por orden de importancia mediante el analisis LDA (Figura 18).

El valor de LDA asignado para nuestro analisis fue de 3.5.
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Figura 18 Secuencia de pasos para el analisis LefSE
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La prueba de Kruskal-Wallis analiza las caracteristicas en este caso la abundancia relativa en
bacterias de ambas clases que son definidas por el usuario y busca si existen diferencias entre ellas
(paso 1). Las que presenten diferencias son analizadas por la prueba de Wilcoxon (paso 2) para
corroborar si las comparaciones entre subclases coinciden con las que se encontraron en la prueba
anterior. Con los valores obtenidos se designa un valor de LDA (paso 3) Tomado de

http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
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7 Resultados

7.1 Caracteristicas de la cohorte

La cohorte de estudio se compone por un total de 70 individuos: 59 son
hombres (84.3%) y 11 son mujeres (15.7%) con una edad promedio de 35
anos [18-59]. Los individuos fueron reclutados entre 2016 y 2018 y se
seleccionaron para este protocolo a partir de una base de datos del
protocolo B08-16 bajo los criterios mencionados previamente, ademas de
verificar que se tuviera almacenada una muestra de lavado oral. De los 70
individuos, 48 son VIH+ y 22 son VIH- y todos fueron diagnosticados con
neumonia. Las caracteristicas de la cohorte se desglosan en la Tabla 9.
Decidimos dividir los individuos VIH+ en 2 subgrupos de acuerdo con el uso
de tratamiento antirretroviral: 22 estaban bajo TAR, 26 sin TAR.

Los agentes causantes de la neumonia se pudieron determinar en 27
individuos (38.6%) y esos fueron de caracter bacteriano, fungico y viral
como lo indica la Tabla 10. Se diagnosticaron 10 individuos con
coinfecciones (14.3%). De 33 pacientes no se encontraban en la base de
datos el agente causal de la neumonia ya que no se tenia un diagndstico

por parte de microbiologia (47.1%).
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Tabla 10 Caracteristicas de la cohorte de estudio

Total
Hombres
Mujeres
Edad 35 [18-59]
Afo de admisién al protocolo
2016
2017
2018
Estatus de VIH VIH + VIH - Valor de P
48 22
Uso de TAR Si No NA
22 26 NA
CV (copias ARN/mL) 254 300802 NA p < 0.0001
[40-14,660] [171038-675811]
Log CV (copias 2.405 5.465 NA p < 0.0001
ARN/ml) [1.6-4.165] [5.233-5.820]
Células CD45 (cel/ul) 571.5 730 [453-972.3] 1379 p < 0.0001
[297.3-1126] [1133-2027]
Linfocitos T CD4* 54.5 31.5 574 p < 0.0001
(cel/ul) [22.50-155.0] [20.0-59.0] [380- 751]
Linfocitos T CD8 (cel/pul) 271 446.0 342 p=0.3770
[156.5-527] [275.5-695.8] [228-751]
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CD4:CDS8 0.195 0.0850 1.29 p < 0.0001
[0.0675-0.2825] [0.04-0.19] [0.93-1.955]
Tiempo con TAR: <5 afios (16) NA NA
>5 afios (5) ND (1)
CV indetectable 8 NA NA

VIH: Virus Inmunodeficiencia Humana, TAR: Tratamiento antirretroviral, CV: carga viral, NA:

disponible

no aplica; ND: no
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Tabla 11 Agente causal diagnosticado de la neumonia

Estatus VIH VIH + | VIH

48 22

Uso TAR Si  No NA

22 | 26 NA

Agente etioldgico

Bacteriano 0 1 1
Fungico 2 8 1

Viral 1 0 0

SD 4 4 4

ND 35 13
Co-infeccion 317 0
Fungico / Viral 1 2 0
Fungico/Bacteriano/Micobacteria 1 0 0
Fungico / Bacteriano 1 3 0
Fungico / Micobacteria 0| 2 0

SD: sin diagnostico, no se pudo determinar, ND: No disponible

Se obtuvieron diferencias significativas cuando se compararon los
niveles de linfocitos T CD4* entre individuos VIH+ y VIH- (p<0.0001),
lo que se espera dado el profundo grado de inmunosupresiéon de la
cohorte VIH+ (Figura 19A). Al comparar los niveles de linfocitos T CD4*
entre VIH+ con y sin TAR, no se encontraron diferencias (p=0.8714,
Figura 19B), sin embargo, los niveles de la carga viral eran
significativamente mas altos en pacientes VIH+ sin TAR comparado con
VIH+ con TAR (p<0.001, Figura 19C, 19D). Los resultados indican que

Pagina | 67



el uso de TAR esta controlando la replicacion viral, sin embargo, la falta
de reconstitucion del sistema inmune podria explicarse por el grado de
inmunodeficiencia o bien podria reflejar el tiempo bajo tratamiento, ya
gue solo 8 pacientes con VIH+ y con TAR se encuentran bajo supresion

viral completa.

Figura 19 Datos clinicos de la cohorte de estudio
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Graficos de dispersion con mediana y desviacion estandar. A. Comparacion de los niveles de
linfocitos T CD4+ entre grupos por estatus de VIH (Método de Mann Whitney), B. De acuerdo
con el uso de TAR (ANOVA Kruskal-Wallis), C. Comparaciones entre la carga viral de acuerdo
con el uso de TAR (Mann Whitney). D. Correlacién de la carga viral con los niveles de linfocitos
T CD4+ (correlacién de Spearman, rojo sin uso de TAR, verde uso de TAR)).

Pagina | 68



7.2 Determinacion de la inflamacioén local

Se analizaron un total de 9 citocinas mencionadas en el inciso 6.4 con
la finalidad de comparar el estado inflamatorio entre los grupos de
estudio y con los perfiles taxondmicos bacterianos. Los resultados
fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 6 y se
realizaron las pruebas estadisticas no paramétricas de Mann-Whitney
(para estudio de dos grupos) y ANOVA Kruskal-Wallis con correcciones
por comparaciones multiples por el método de Dunn (para estudio de
mas de dos grupos). No se obtuvieron diferencias para las citocinas:
IL1B, IL-10, TFN-a, IFN-y, IL-6, IL-8, IL-2 e IL-4 (Tabla 12).

Varias citocinas son importantes dentro de la cavidad oral, entre ellas
IL-6 e IL-8. Aunque no se observaron diferencias entre los niveles de
esas citocinas cuando comparamos VIH+ y VIH-, decidimos profundizar
y correlacionar esas citocinas con datos clinicos de linfocitos T CD4* y
CV. Sin embargo, no encontramos ninguna correlacidon entre los niveles
de linfocitos T CD4* y CV con IL-6 e IL-8 (Tabla 13) y tampoco
encontramos diferencias cuando se dividié la cohorte VIH+ por uso de
TAR (Figura 20 A, B, C, D).

Los resultados parecen indicar que el estado inflamatorio determinado
por varias citocinas no estd asociado a la infeccién por VIH. No
encontrar diferencias entre los niveles de inflamacién entre VIH+ y
VIH- podria explicarse por la presencia de las comunidades bacterianas
en la boca ya que pueden ser estas quienes esten generando una
respuesa inflamatoria y no el VIH; o bien la poca o nula existencia de
carga viral en la boca. También, no podemos descartar las limitaciones
de la técnica y su normalizacidon, aunque tomamos en cuenta el factor
de dilucion, el método empleado no es lo mas adecuado para
determinar la cantidad total de proteinas ya que existen otros métodos

mas rigurosos que generan curvas estandares con controles.
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Tabla 12 Comparaciones de las citocinas cuantificadas

Citocinas Valor de p Mediana [IQR]
VIH + VIH -
IL-1B 0.0743 2.825 3.498
[1.304 - 4.150] [2.255-10.83]
IL-2 0.0773 0.7534 1.493
[-0.1086-1.967] [00.7210-6.903]
IL-4 0.3750 2.528 4.415
[1.805 -5.383] [1.858 -8.052]
IL-5 0.4022 0.3908 0.7485
[-0.2502-4.137] [-0.2624-8.255]
IL-6 0.6675 1.863 2.351
[0.6155-3.529] [0.4365-4.627]
IL-8 0.3455 7.531 10.70
[4.181-14.98] [5.104-15.93]
IL-10 0.1488 2.187 0.8450
[1.021-3.313] [0.0739-4.295]
TNF-A 0.1286 1.142 1.871
[-0.7923-2.235] [0.3819-4.778]
ING-G 0.2478 -1.902 -1.368
[-6.049— [-4.554-0.5956]
0.8102]

Comparaciones con la prueba de Mann-Whitney. Se muestra el valor de p y el rango expresado

en Mediana y rango intercuartil [IQR] para las citocinas cuantificadas.

Tabla 13 Correlaciones entre citocinas de importancia oral y datos

clinicos
Correlaciones
Citocinas Dato clinico P Rho
IL-6 Ccv 0.2244 0.1806
IL-6 Cuenta CD4+ 0.6291 0.0596
IL-8 Ccv 0.4011 0.1298
IL-8 Cuenta CD4+ 0.2432 0.1468

Se muestra el valor de p y rho, se utilizé la prueba de Spearman
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Figura 20 Interleucinas de importancia oral comparadas por estatus de
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Graficos de dispersion con mediana y desviacién estandar. A y B. Comparaciones por el método

de Mann-Whitney por estatus de VIH y por estatus de VIH y uso de TAR por el método de

ANOVA Kruskal-Wallis para la citocina IL-6. C. y D. Comparaciones con IL-8.
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7.3 Analisis de diversidad:

Como se menciond en la metodologia, para el analisis de la diversidad
se utilizd el programa QIIME mediante la formacién de una tabla de
OTUs y su alineamiento con secuencias de referencia presentes en la
base de datos GreenGenes. Se obtuvieron un total de 7,343,721
secuencias (mediana 86006 [60,484-185,901]).

Dado que el numero de secuencias obtenidas para cada individuo son
diferentes se realizd una rarefaccion a una profundidad de 25,000
secuencias, es decir que para cada individuo se usaron 25,000
secuencias totales para los analisis. Este proceso de seleccidon de
secuencias es aleatorio y automatico por parte del software. Para
evaluar la idoneidad de la rarefaccidn se calculd la cobertura de
Good’s, que estima el porcentaje de las especies totales en una
muestra. Lo que obtuvimos con esta rarefaccion fue que a este nimero
de secuencias se obtiene el maximo de identificacién de OTUs para

todas las muestras (Figura 21).
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Figura 21 Rarefaccion a 25 000 secuencias

goods coverage: SamplelD

12t

Rarefaction Measure: goods_coverage

5000 10000 15000 20000 25000
Sequences Per Sample

Se muestran las 62 muestras a un punto final de 25,000 secuencias, medida a la cual se
identifican para mas del 99% de los OTUs presentes. Para poder comparar las muestras entre
si a este nivel de rarefaccidn se tuvieron que eliminar del analisis 8 muestras, para las cuales

se obtuvieron menos de 25,000 secuencias.

7.3.1 Alfa-diversidad
Para el analisis de la alfa-diversidad (diversidad dentro de una

muestra) existen diferentes indices para cuantificarlo, algunos miden la
riqueza de las especies, que es el nUmero de especies presentes en la
muestra, otros estan basados en abundancia de las especies y otros en
ambas. En este proyecto se analizaron el indice de Chao 1 para
determinar y comparar la riqueza de especies y el indice de Shannon el
cual considera abundancia y riqueza para evaluar la diversidad de las

especies de los diferentes grupos de estudio.

De acuerdo con el indice de Chao 1 aquellos individuos sin infeccién por
VIH presentan una mayor riqueza de especies (Figura 22A, p =0.001) y

mayor diversidad de especies (Figura 23A, p=0.007) al comparar con
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individuos VIH positivos. Al comparar entre subgrupos de VIH de
acuerdo con el uso de TAR no existen diferencias en la riqueza de los
grupos (Figura 22B, p=0.177) y tampoco hay diferencias en la
diversidad (Figura 23B, p=1). Sin embargo, al comparar VIH negativos
con VIH positivos con y sin TAR encontramos que la riqueza (p =
0.003, p = 0.006 respectivamente) y diversidad (p = 0.009, p = 0.006
respectivamente) son mayores en VIH negativos, este resultado podria
ser simplemente un reflejo de la primera condicion (de la infeccién por
VIH) ya que, como tal, el uso de TAR no estd generando ninguna
diferencia significativa.

Al comparar por numero de linfocitos T CD4*, se encuentra una mayor
rigueza (Figura 22C, p=0.003) y diversidad (Figura 23C, p=0.007) en
pacientes con cuenta de linfocitos T CD4* mayor a 200, y esto parece

ser independiente del estatus de VIH y del tratamiento antirretroviral.
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Figura 22 indice de Chao 1 para riqueza de especies
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Comparacion de los indices de Chao de acuerdo con los grupos de estudio, (A) por estatus de VIH, (B) por estatus de VIH y TAR y (C) grafico
de dispersion mostrando el grado de inmunosupresidn basado en el nimero de células T CD4* en sangre periférica, en verde se muestran

VIH+ TAR+, rojo VIH+ TAR- y en azul VIH-.
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Figura 23 indice de Shannon para diversidad
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Se comparan los grupos de acuerdo con el estatus de VIH (A), por estatus de VIH y TAR (B) y grado de inmunodeficiencia (C) grafico de

dispersiéon mostrando el grado de inmunosupresién basado en el nUmero de células T CD4* en sangre periférica, en verde se muestran VIH+

TAR+, rojo VIH+ TAR- y en azul VIH-

Pagina | 76



7.3.2 Beta-diversidad:

Para los analisis de la beta-diversidad se empled la métrica UniFrac
tanto para su parte cuantitativa (weighted) como cualitativa
(unweighted). Estas dos formas para analisis de beta diversidad
consideran factores como la presencia/ausencia de las especies dentro
de las muestras (unweighted) y la abundancia relativa de las especies
que estan presentes (weighted). Ambas matrices de distancia se
representaron en los graficos de PCoA donde los ejes ortogonales (PC1,
PC2, PC3, etc..) capturan la mayor cantidad de variacion en todas las
muestras analizadas. Los graficos de PCoA son una representacion de
las matrices de disimilitud (unweighted and weighted UniFrac) donde
agrupamientos entre las muestras reflejan similitud entre ellas. Los
graficos de PCoA basados en las distancias calculadas por UniFrac
ayudan a visualizar datos complejos como son las comunidades
bacterianas y ayudan a explorar los factores que puedan explicar el
agrupamiento. Para determinar la contribucion de los factores y poder
explicar las diferencias de composicién entre muestras, se ocupd la
prueba PERMANOVA. Si el anadlisis por PERMANOVA es significativo
(p<0.05), eso significa que el factor que se utilizd6 para definir grupos
(por ejemplo, estatus de VIH, grupos VIH- y VIH+) tiene un efecto
sobre las comunidades bacterianas.

En la Figura 24A se muestra el grafico de PCoA cualitativo para los
grupos VIH+ (azul) y VIH- (rojo) donde existe una diferencia entre
ambos grupos (p=0.0019), en este caso podriamos decir que existen
bacterias dentro de un grupo que no se encuentran en el otro y que
estan generando estas diferencias. Mientras que en Figura 24B se
muestra la parte cuantitativa donde no existe diferencias entre los
mismos grupos (p=0.1348). Esta forma de UniFrac (cuantitativa) al
considerar tanto la presencia/ausencia como la abundancia de las

bacterias, nos puede estar indicando que la abundancia de las bacterias
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que comparten las muestras no estd generando una diferencia que sea

significativa (Tabla 4). De tal manera que podriamos pensar que el

estatus de VIH si es un factor que contribuye a las diferencias entre la

diversidad microbiana de los grupos.

Tabla 14 Valores de p para la métrica UniFrac usando el método

PERMANOVA
UniFrac Grupo Valor de p

Estatus de VIH 0.0019
Unweighted Estatus de VIH 0.0009

y uso de TAR
Estatus de VIH 0.1348
Weighted Estatus de VIH 0.1288

y uso de TAR
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Figura 24 Graficos de PCoA
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Se muestra las matrices Unweighted (A) y Weighted (B) de UniFrac. Los ejes muestran los porcentajes de variaciéon. VIH positivos:

azules y VIH negativos: rojos
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7.3.3 Perfil taxonémico

Se encontrdé que bacterias del género Streptococcus pertenecientes al
filo Firmicutes se encuentran en todas las muestras (Figura 25). En los
pacientes con VIH+ encontramos un aumento en la abundancia relativa
de bacterias del género Haemophilus, Veillonella y Rothia y una
disminucion en bacterias del género Prevotella, Fusobacterium 'y
Leptotrichia (Figura 26). Cuando investigamos de acuerdo con el uso
de TAR, se observd que la abundancia relativa el género Veillonella
incrementa en el grupo VIH+ sin TAR, mientras que la abundancia
relativa del género Prevotella se encuentra disminuida en este grupo
(Figura 27). Haemophilus y Rothia se encuentra en mayor proporcion
en el grupo que se encuentra bajo TAR y Fusobacterium se encuentra
disminuida en el mismo grupo (Figura 28). Prevotella permanece ser el
género bacteriano abundante en el grupo VIH- (Figura 28).

Al comparar los grupos bacterianos de acuerdo con los niveles de
linfocitos T CD4* (Figura 28) encontramos que Haemophilus y Rothia
son mas abundantes cuando los niveles de linfocitos T CD4* son
inferiores a 200 lo que coincide con la presencia de dicho género en el
grupo VIH positivos. Prevotella se encuentra en mayor proporcion
cuando la cuenta de linfocitos T CD4* es superior a 200 relacionandose
con en el grupo de VIH negativo (Figura 28).

En la Tabla 15 se muestra el porcentaje las abundancias relativas de
cada una de las especies encontradas.

Los géneros s Campylobacter, Bulleidia, Atopobium, Actinomyces,

Granulicatella también estan presentes en la boca.
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Figura 25 Taxonomia de grupos bacterianos encontrados en todas las muestras
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Figura 26 Taxonomia de grupos bacterianos presentes en los grupos de VIH
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Figura 27 Taxonomia de grupos bacterianos de acuerdo con el uso de TAR
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Figura 28 Taxonomia de grupos bacterianos por cuenta de linfocitos T CD4+
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Tabla 15. Géneros bacterianos presentes en las muestras. Se muestran las abundancias relativas de cada

uno
OTU ID VIH VIH VIH+ VIH+
negativo Positivo  Uso de TAR = Sin uso de = CD4* <200 CD4* >200
TAR
g__Actinomyces 3.50 % 3.11 % 3.93 % 2.41 % 3.10% 3.60%
(p_Actinobacteria)
gd__Rothia 2.51 % 3.02 % 3.34 % 2.74 % 2.90% 1.70%
(p_Actinobacteria)
f__Coriobacteriaceae 0.13 % 0.04 % 0.01 % 0.06 %
(p_Actinobacteria) o .
g__Atopobium 0.97 % 0.42 % 0.62 % 0.25 % 0.30% 0.80%
(p_Actinobacteria)
g__Prevotella 16.14 % 11.05 % 12.74 % 9.60 % 10.10% 15.50%
(p_Bacteroidete)
f__Planococcaceae 3.29 % 5.84 % 7.14 % 4.72 % 6.10% 3.40%

(p_Firmicutes)
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g___Granulicatella 0.14 % 0.25 % 0.30 % 0.20 % 0.80% 0.50%
(p_Firmicutes)
f__Streptococcaceae 0.06 % 0.10 % 0.07 % 0.13 % 0.20% 0.10%
(p_Firmicutes)
g__ Streptococcus 55.10 % 53.11 % 48.11 % 57.39 % 55.80% 55.10%
(p_Firmicutes)
g__Veillonella 11.48 % 17.80 % 15.20 % 20.02 % 16.00% 16.50%
(p_Firmicutes)
g__ Bulleidia 0.79 % 0.18 % 0.14 % 0.22 % —_— —
(p_Firmicutes)
g___Fusobacterium 1.42 % 0.17 % 0.07 % 0.25 %
(p_Fusobacteria) — —
g__Leptotrichia 1.26 % 0.64 % 0.79 % 0.51 % — —
(p_Fusobacteria)
g___Campylobacter 0.32 % 0.26 % 0.29 % 0.23 % 0.30% 0.30%
(p_Proteobacteria)
g___Haemophilus 2.89 % 4.02 % 7.24 % 1.27 % 4.40% 2.50%

(p_Proteobacteria)

Pagina | 86




7.3.4 LEfSE

El andlisis LEfSE se empled para determinar aquellas especies que
pueden explicar las diferencias encontradas entre los grupos de estudio.
Para determinar estas especies se decidi6 trabajar con un valor de LDA
> 3.5. Con lo anterior al comparar entre grupos de VIH como nuestra
clase principal encontramos que la presencia de Firmicutes en el grupo
de VIH+ tiene un efecto sobre las diferencias encontradas entre los
grupos. Mientras que para el grupo de VIH- son las bacterias de género
Fusobacterium y Leptotrichia (Figura 29). Lo anterior concuerda con el
analisis taxondmico de la microbiota comun (ver Tabla 15 de

abundancias relativas).

Figura 29 Analisis LEfSE para los estatus de VIH
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Para la comparacion entre grupos por niveles de linfocitos T CD4*
encontramos que a mayor cuenta de linfocitos T CD4* el filo

Bacteroidetes tiene un efecto sobre dicho grupo (Figura 30).
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Figura 30 Analisis LEfSE para los estatus de VIH de acuerdo con la
cuenta de linfocitos T CD4*
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Al comparar con base en el uso de tratamiento antirretroviral
encontramos que el filo Proteobacteria define el grupo VIH+ bajo TAR

mientras que para el grupo sin TAR se encontré a la familia
Coriobacteriaceae (Figura 31).

Figura 31 Analisis LEfSE de acuerdo con el uso de TAR
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7.3.5 Asociaciones estado inflamatorio e infeccion por VIH y
diversidad microbiana

Se realizaron correlaciones de la taxonomia encontrada, con el estado
inflamatorio considerando principalmente interleucinas 6 y 8 (IL-6, IL-8)

por ser de importancia dentro de la cavidad oral y con las caracteristicas
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clinicas (carga viral; CV, niveles de linfocitos T CD4*) por ser
determinantes de la infeccion por VIH. Como se menciond, fueron
analizados aquellos géneros bacterianos cuya p corregida dada por
QIIME fuese menor a 0.05. Los resultados se muestran en la tabla 16
donde se observan los valores de Rho obtenidos para las bacterias con
una p < 0.05 y que aparecieron en el analisis de la microbiota comun.
Los valores de Rho obtenidos nos indican la presencia de una
correlacion positiva y en su totalidad al ser menores a 0.5 corresponden

a una correlacion débil.

Tabla 16 Correlaciones microbiota y datos clinicos

Taxonomia Dato clinico Rho

g_Actinomyces IL-8 0.2223

(p_Actinobacteria)
Linfocitos T CD4* 0.3504

g_Aggregatibacter IL-6 0.2852

(p_Proteobacteria)
Linfocitos T CD4* 0.3992

g_Atopobium
Linfocitos T CD4* 0.4063
(p_Actinobacteria)

g_Bulleida
Linfocitos T CD4* 0.3492
(p_Firmicutes)

Haemophilus
I- P IL-8 0.2815

(p_Proteobacteria)
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g_Haemophilus

Linfocitos T CD4* 0.1429
(p_Proteobacteria)
g_Leptotrichia Carga viral 0.2455
(p_Fusobacteria)
Linfocitos T CD4* 0.1949
Megasphaera
g-Tegasp Linfocitos T CD4+ 0.2781
(p_Firmicutes)
g_Moryella _
Carga viral 0.2673
(p_Firmicutes)
g_Porphyromonas IL-6 0.2607
(p_Bacteroidetes)
Linfocitos T CD4* 0.2668
g_Prevotella IL-8 0.0611
(p_Bacterioidetes)
IL-6 0.0136
g_Rothia
IL-8 0.0776
(p_Actinobacteria)
g_Streptococcus
IL-6 0.0556
(p_Firmicutes)
g_Veillonella
IL-8 0.0873

(p_Firmictures)
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8 Discusion

El presente proyecto tuvo como objetivo determinar el estado
inflamatorio de la cavidad oral y caracterizar la microbiota oral de
individuos con neumonia, con y sin infeccidon por VIH.

Cuando analizamos los niveles de inflamacién local en relaciéon con el
estatus de VIH, no encontramos diferencias significativas. Este
resultado parece indicar que la inflamacién local no esta relacionada con
la infeccidn por VIH. Nittayananta y colaboradores*® determinaron la
expresion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 y TNF-a) en
muestras de saliva de pacientes con infeccion por VIH con y sin TAR y
de individuos sin infeccién por VIH con la técnica de ELISA. Ellos
encontraron que IL-6 esta influenciada por el uso de cigarro, disminuida
en individuos VIH positivos y no se ve influenciada por el uso de TAR.
Cabe mencionar que existen diferencias entre nuestro estudio y el de
Nittayananta y colaboradores: los métodos empleados para cuantificar
citocinas fueron diferentes, la cohorte de Nittayananta estaba
constituida por un numero mas amplio de pacientes y de ellos se
contaba con informacién sobre su estado de salud oral (presencia de
lesiones orales, uso de cigarro, consumo de alcohol, higiene oral, etc.)
factores que influyen sobre los niveles de inflamacién. Nuestra cohorte
carece de ese tipo de informacidn. En este proyecto, exploramos
asociaciones entre la microbiota oral y los niveles de IL-6 e IL-8 asi
como carga viral y cuenta de linfocitos T CD4* encontrando que hay una
asociacién débil. Otra limitante importante de nuestro trabajo es el
método empleado para cuantificar proteinas totales y normalizar los
niveles de citocinas entre individuos, este factor podria eliminarse al
emplear un método que nos permita cuantificar las proteinas con mayor
exactitud como el método de Bradford/Lowry. Ademas, la saliva es una

secrecién mas concentrada y el lavado oral estd mas diluido.
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Con respecto a la diversidad bacteriana, encontramos que individuos sin
infeccion por VIH presentan una mayor diversidad que aquellos con
infeccion por VIH; de igual manera, individuos con una cuenta de
linfocitos T CD4+ mayor a 200 células presentan una mayor diversidad
en la microbiota. Ambos resultados concuerdan con lo reportado por
Kistler, et.al. y Presti, et.al. Los resultados indican que VIH y el grado
de inmunodeficiencia parecen afectar la diversidad bacteriana oral. El
TAR parece no afectar la diversidad de la microbiota. Encontramos
géneros previamente reportados como parte de la microbiota oral. De
manera interesante, el género Haemophilus prevalecié en los individuos
VIH positivos, siendo Haemphilus parainfluenzae un agente causal de la
neumonia bacteriana (Kistler, 2015). Los analisis de PcoA/Unifrac nos
indican que existen diferencias por estatus de VIH. Para identificar qué
tipo de bacterias podrian estar determinando esas diferencias usamos el
programa LefSE. Los anadlisis con LefSE nos permitieron explorar
diferencias entre grupos de estudio, pero esos andlisis Unicamente
reportaron diferencias a nivel de filo y no a nivel de género, lo que
limita mucho proponer mecanismos o especular sobre lo que esta
pasando. Nuestro estudio explord las posibles asociaciones entre la
microbiota oral, el nivel de inflamacién y VIH (por medio de la carga
viral y conteo de linfocitos T CD4%). Encontramos asociaciones débiles
(rho<0.50) aunque esas correlaciones fueran significativas (p corregida
<0.05). En estudios de microbiota, es importante ser estricto en las
correlaciones ya que este tipo de estudios pueden generar asociaciones
espurias por la cantidad de datos analizados, es decir, encontrar una
asociacion falsa entre géneros de bacterias y factor de estudio.

Finalmente, la falta de datos adicionales sobre la salud oral en general
no nos permitié analizar mas profundamente qué factores, ademas del

VIH, podrian estar asociados con los perfiles bacterianos que se
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caracterizan en ambos grupos. Igualmente, no podemos concluir ni
formular hipdtesis sobre la relacion entre microbiota oral y neumonia,
como es el caso mencionado de la presencia de Haemophilus en el
grupo VIH+, ya que no se realizaron los estudios de lavados

bronqueoalveolares de esos individuos.

9 Conclusion
Reportamos que no hubo diferencias en los niveles de inflamacion local
por estatus de VIH mientras que la diversidad bacteriana parece estar

asociada con VIH y con el grado de inmunodeficiencia.
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Le Informamos que su proyecto de referencia ha sido evaluado por el Comité y las opiniones acerca de los
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Personas con VIH
Titulo del protocolo: CARACTERIZACION DEL MICROBIOMA Y DE LAS POBLACIONES INMUNES
CELULARES EN EL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR DE PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH 'Y CON
NEUMONIA
Patrocinador: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)

Sitio de Investigacion: Departamento de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI)

Investigador principal y responsable del proyecto:
Gustavo Reyes Teran, Jefe del Departamento de Investigacion en Enfermedades Infecciosas.

Investigadores y médicos participantes: o
Dra. Celia Boukadida, investigadora en Ciencias Médicas, CIENI, INER T 19 ABR 2016

Dra. Olivia Sénchez Cabral, neumologa intervencionista adscrita a Broncoscopia, INER 2
Dra. Perla Mariana Del Rio Estrada, investigadora en Ciencias Médicas, CIENI, INER \PROBADO &
Dra. Sandra Maria Pinto Cardoso, investigadora en Ciencias Médicas, CIENI, INER o
Dra. Dina Martinez Mendoza, médica adscrita a Clinica de Tuberculosis, INER
Dr. Santiago Avila Rios, investigador en Ciencias Médicas, CIENI, INER
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Sitio de la Investigacion: Departamento de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del INER
Direccion:

Calzada de Tlalpan #4502, Col..Seccion XVI

CP 14080, México DF.

Tel. 5171-4697 6 5171-4718

Correo electronico: reyesteran@iner.gob.mx, reyesteran@cieni.org.mx

Estimado(a) paciente:

Esta es una invitacion para que usted participe en una investigacion que se realizara en un grupo de personas con
neumonia y que viven con el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), el agente causal del SIDA (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida). Su participacion es completamente voluntaria. Este estudio se realizara con el apoyo
econdmico del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), institucion con reconocido prestigio en el
desarrollo de proyectos de investigacion, necesarios para el avance cientifico de nuestro pais. Ninguna empresa
farmacéutica ni otra compafiia privada tiene o tendra participacion directa o indirecta en esta investigacion.

En México existen instituciones reguladoras de la salud que requieren que usted esté completamente informado de
la naturaleza, objetivos y riesgos de cada uno de los procedimientos que se haran para llevar a cabo este estudio. Si
este documento contiene palabras desconocidas o frases que no comprenda bien, por favor tenga la libertad y toda
confianza de preguntarle al médico, o al personal con quien discute este documento, el significado de las palabras o
de la informacion que usted no comprenda o tenga dudas. Usted debe recibir una copia de este documento, llamado
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carta de consentimiento informado, para que lo lea y, si usted quiere, pueda discutirlo con su familia o amistades
antes de participar en este estudio. Antes de que usted firme esta carta de consentimiento, le preguntaremos si ha
leido y comprendido su contenido, especialmente los potenciales beneficios o molestias que puedan resultar de su
participacion en este estudio de investigacion.

RESUMEN DEL ESTUDIO.
Objetivos e importancia

Este estudio tiene el objetivo principal de contribuir en el conocimiento de los mecanismos que favorecen el
desarrollo de neumonia en personas con VIH. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) infecta las células del
sistema inmunitario y las destruye o altera su funcionamiento, produciendo un deterioro progresivo del sistema de
defensas. Se habla de inmunodeficiencia cuando el sistema inmunitario ya no puede cumplir su funcién de lucha
contra las infecciones y enfermedades. Las infecciones que acompafian a la inmunodeficiencia grave se denominan
«oportunistas» porque los agentes patégenos aprovechan la debilidad del sistema inmunitario. En particular, las
personas que viven con VIH tienen un mayor riesgo de adquirir infecciones respiratorias causadas por bacterias,
hongos o virus (neumonia).

Los resultados de algunos estudios realizados por otros grupos, sugieren que la infeccion por el VIH podria causar
cambios en la cantidad y tipo de microbios y ocasionar defectos del sistema inmunitario en el pulmén. Estas
alteraciones son importantes porque pueden favorecer el desarrollo de infecciones respiratorias graves.

Para saber cuales son los mecanismos que favorecen el desarrollo de neumonias en personas con VIH,
compararemos el sistema inmunitario y los microbios (bacterias, virus y hongos) en los pulmones de pacientes con
neumonia y con o sin VIH. ;Por qué es importante conocer estos mecanismos? Es importante por varias razones
pero una de las principales es porque podria permitir mejorar el diagnostico y el tratamiento de neumonias en las
personas con VIH.

Si usted participa en nuestras investigaciones, estudiaremos los microbios y las células del sistema inmunitario
presentes en los remanentes de lavado bronquioloalveolar, el lavado bucal y la sangre que nos done. Con ello,
podriamos saber como el VIH altera el sistema inmunitario en el pulmon y si el VIH provoca un aumento en la
abundancia de algunos microbios.

Si logramos responder esto, que es nuestro propdsito principal, y por eso lo estamos invitando a participar,
podriamos contribuir para el desarrollo de nuevas estrategias alternativas de diagnostico y/o tratamiento para reducir
el riesgo de desarrollo de neumonias graves en personas con VIH. En este contexto, su participacion tendria un
enorme valor para lograr esos objetivos. Sin embargo, es muy importante también que usted sepa que nuestras
suposiciones, que comparten otros grupos de investigacion en el mundo, pueden no ser correctas. En el caso que
este estudio demuestre que no son correctas, de todas formas el conocimiento generado con su partLQlPacton sera

de mucha ayuda porque dirigira las investigaciones hacia otras hipétesis para conocer Io§ mecanlsmos que

favorecen el desarrollo de infecciones respiratorias en pacientes con VIH. o
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La extraccion de sangre se utiliza frecuentemente para diversos analisis de laboratorio e implica la puncion de una
vena con una aguja, generalmente del antebrazo. La seguridad de esta técnica se ha comprobado ampliamente y
requiere de una limpieza con antisépticos antes y después de cada extraccion de sangre y el empleo de material
estéril. El procedimiento para la obtencion de una muestra de su sangre seré realizado por personal calificado. La
extraccion de sangre produce dolor y molestias pasajeras en el sitio de puncion con la aguja, es probable que sienta
comezon y ardor. En ocasiones, la formacion de moretones (formados por pequefios derrames de sangre) que no
ocasionan ninglin problema y generalmente desaparecen en una o dos semanas. En casos muy raros, el sitio de
obtencién de muestra se infecta, en cuyo caso la infeccion seria manejada por el personal médico del CIENI.

Se obtendran 60 mililitros 0 menos de sangre de una vena del brazo en cada una de las sesiones de toma de
muestra. Aunque esta cantidad puede parecerle excesiva, sobre todo por el nimero de tubos que se utilizan, debe
usted saber que equivale a unas 6 cucharadas soperas y no tiene efectos sobre su estado de salud. Esta toma de
muestra formara parte de las visitas de muestreo y seguimiento clinico.

- Lavado bucal

El lavado bucal consiste en un enjuague vigoroso con 15 mL de solucion salina durante un minuto. Permite
obtener una muestra del tracto respiratorio superior (boca). Este procedimiento no es invasivo y los riesgos
asociados a este procedimiento son minimos.

- Broncoscopia

Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque tiene neumonia y necesita una broncoscopia con
lavado bronquioloalveolar para el diagnéstico de neumonia. En este protocolo de investigacién, utilizaremos
los remanentes de lavado bronquioloalveolar. Su participacion en este protocolo de investigacion no
modificara ni interferira con las decisiones y los procedimientos clinicos. El lavado bronquioloalveolar se
realizara segln los procedimientos validados por el Servicio de Broncoscopia y Endoscopia del INER,
independientemente de su participacion en este estudio.

Asi mismo, se le informa que, para algunos estudios de este protocolo, algunas muestras de lavado
bronquioloalveolar, lavado bucal y sangre o sus componentes como plasma y células se podran mandar a varios
laboratorios de Estados Unidos, con los que tenemos colaboraciones de investigacion, respetando siempre la
confidencialidad de los datos. Los investigadores de esos laboratorios, todos de gran prestigio internacional, son: Dr.
Michael Betts (Universidad de Pensilvania, Filadelfia), Dr.Jake Estes (Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades
Infecciosas, Bethesda), Dr. Costas Petrovas, (Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas, Bethesda) y
Dr. Doug Nixon (Universidad George Washington, Washington, DC).

Beneficios

Usted no obtendra ningiin beneficio economico del INER por su participacion. Su participacion es totalmente
voluntaria. El dia que usted asista a la broncoscopia se le podran hacer sin costo los siguientes estudios de
laboratorio que son de rutina en un Check Up (reconocimiento médico que con frecuencia hacen las personas para
saber su estado de salud): biometria hemética completa, quimica sanguinea, pruebas de funcion hepatica,
electrolitos séricos; ademas, nosotros le haremos un conteo de linfocitos T CD4+ (células fundamentales para la
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defensa del cuerpo humano contra infecciones), un estudio de la carga viral de VIH (cantidad de virus presente en la
sangre) y pruebas de diagndstico de los virus de Epstein Barr, Herpesvirus humano 8, Citomegalovirus y de
bacterias como Mycobacterium tuberculosis. En las muestras que nos done, le hariamos tinciones y estudios
microbioldgicos para la determinacion de microorganismos presentes, como bacterias, hongos y virus. Usted recibira
y se le informara con detalle los resultados clinicos que se obtengan tanto de su sangre como de sus muestras de
broncoscopia (lavado bronquioloalveolar y biopsias).

Usted estara participando en un estudio que permitira obtener informacion importante que podria abrir, en un futuro,
nuevas vias de investigacion de estrategias terapéuticas para permitir un mejor y mayor control de las infecciones
oportunistas asociadas a la infeccion por VIH, particularmente las pulmonares.

Es importante que usted tenga muy claro que la decision sobre el tratamiento antirretroviral es totalmente
independiente de su participacion en este estudio y sera tomada exclusivamente por su médico en conjunto con
usted. Su participacion en este estudio no influye en la eficacia del tratamiento antirretroviral.

Costos

Todos los gastos de atencién clinica y de diagnéstico relacionados con este estudio seran cubiertos por el
INER. Estos estudios incluyen los procedimientos clinicos y las pruebas de diagnéstico de neumonia, VIH y
co-infecciones. Es importante establecer que el INER no se hara responsable de los costos que no estén
relacionados con esta investigacion.

Participacion voluntaria y retiro

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria, esto implica que usted puede decidir no participar. Si usted
decide no participar en el estudio, su decision sera absolutamente respetada y tenga la certeza que no habra
sanciones o represalias por ello. Si decide participar puede retirarse de este estudio (interrumpir su participacion) en
cualquier momento. Cualquiera de estas decisiones sera respetada y los beneficios (atencion clinica, de laboratorio,
y otros estudios) que usted obtiene como paciente del INER no cambiaran. Su tratamiento y sus relaciones con los
médicos y el personal que participa en esta investigacion no se afectaran en ningin momento.

Su participacion en este estudio puede darse por terminada por el médico o por el INER por cualquiera de las
siguientes razones:

1. Requiere medicamentos adicionales que puedan interferir en el estudio

2. No toma el tratamiento como se le indicé o recibe alguno que no esta permitido.

3. No desea cooperar con los procedimientos del estudio

4. Por recomendacion de su médico del estudio

Por su propia seguridad, mientras forme parte de esta investigacion, debe seguir al pie de la letra las |nd|caC|ones
que reciba por parte de los médicos que participan en este estudio. Ademas, debe cumplir formalmente coma% mtas ’
para la revision clinica y hacerse estudios de laboratorio que le indiquen. S Etica

"u/ %
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Confidencialidad

La informacion de este estudio puede ser sometida a la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EUA
(FDA o Food and Drugs Administration). Los registros médicos donde usted puede ser identificado y el
consentimiento informado, autorizado por usted con su firma, podrian ser requeridos y copiados para una inspeccion
de los datos o resultados de los estudios por las siguientes instituciones nacionales o extranjeras:

o Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (México).

e La Secretaria de Salud (México)

e Agencias del departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS, EUA).

e Agencias gubernamentales de otros paises.

Estas instituciones podrian conocer su identidad, pero siempre respetaran su privacidad. Usted no sera
identificado(a) en ninglin caso si los resultados de este estudio de investigacion se presentan en reuniones
cientificas o en publicaciones. Su identidad no formara parte de los resultados de este estudio, a ser publicados en
el medio cientifico y académico especializado.

Compensacion por dafio

Si hubiese algun daiio adicional causado por la broncoscopia, el INER le proporcionara el tratamiento médico que
requiera. EI INER no le proporcionara ninguna otra compensacion.

Dudas y comentarios

El Dr. Gustavo Reyes Teran tendra la responsabilidad ética de velar por su bienestar en el contexto de esta
investigacion. Si usted tiene dudas o comentarios sobre su participacion o sobre el estudio mismo, puede consultar
en todo momento a los responsables de este proyecto: Dr. Gustavo Reyes Teran, infectologo investigador principal y
jefe del CIENI (celular: +55 1510 3322); Dra. Olivia Sanchez Cabral, neuméloga intervencionista; en la direccion y
teléfonos indicados en la primera pagina de este documento. Del mismo modo, usted puede optar por dirigirse al
Dra. Rocio Chapela, presidenta del Comité de Etica en Investigacion del INER, érgano encargado de vigilar la
investigacion del Instituto, que se encuentra en la Unidad de Investigacion INER, Calzada de Tlalpan 4502, Colonia
Seccion XVI (Tlalpan), 14080 México, D.F. o al teléfono 5171 4697.

Yy, INER «>°
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Caracterizacién del microbioma y de las poblaciones inmunes celulares en el tracto i,
ﬁg

i

i

INER

CONSENTIMIENTO

Tengo el documento de forma de consentimiento informado. Me han explicado los métodos y procedimientos que
me realizaran en este estudio. He hablado directamente con

, quien ha respondido a mi satisfaccion todas mis
preguntas con respecto a este estudio. Todas mis dudas han sido aclaradas. Acepto donar 60 mL de mi sangre, que
me realicen un lavado bucal y que utilicen los remanentes lavado bronquioloalveolar (LBA) para que se estudien
las células y los microbios en ellos. Sé también que mis muestras de LBA, lavado bucal y sangre o sus
componentes podrian ser enviados a varios grupos en los EEUU, que colaboran con el CIENI del INER. Y,
finalmente, también tengo claro que mis muestras de LBA, lavado bucal y sangre o sus componentes seran
guardados durante un tiempo indefinido y que podran ser estudiadas nuevamente en el futuro en el contexto de
otros proyectos de investigacion sobre la infeccion por VIH que se conduzcan en el CIENI.

Doy mi consentimiento de participacion en esta investigacion y sé bien que puedo cancelarla o retirarme en
cualquier momento en que yo lo quiera. Sé que esto no tendra repercusiones en mi atencion como paciente de este
instituto.

Autorizo la revelacion de mis registros médicos a las instituciones nacionales o internacionales (FDA, DHHS de los
Estados Unidos, y el Comité de Etica en Investigacion) en el caso de que sean requeridos.

He comprendido que no seré identificado en el caso de que los resultados que se obtengan en el estudio de mi
sangre, lavado bucal y lavado bronquioloalveolar se publiquen en reuniones o revistas cientificas nacionales o
internacionales.

Al firmar este consentimiento, no renuncio a alguno de mis derechos legales a los que tendria como paciente en un
estudio de investigacion.

LA PARTICIPACION EN INVESTIGACION CIENTIFICA ES VOLUNTARIA

Me he quedado con una copia de este documento y del de la Declaracion de derechos de las personas en
experimentacion.

Nombre completo (persona que participa en el estudio)

Direccion

Firma

La0des Res,,

Fecha &

Testigo 1 (nombre completo)

Direccion

Parentesco con el paciente
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INER

Firma

Fecha

Testigo 2 (nombre completo)

Direccion

Parentesco con el paciente

Firma

Fecha

Médicolinvestigador que realiz6 la discusion de este documento

Direccion

Firma

Fecha

Dr. Gustavo Reyes Teran (Investigador principal)

: i
lﬂl\/v\'/ Ly, [\g

Ty
:’/s,, ’
“ INER ¥
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Caracterizacién del microbioma y de las poblaciones inmunes celulares en el tracto ﬁ

INER

DECLARACION DE LOS DERECHOS DE LAS PERSONAS EN EXPERIMENTACION

Los derechos que enseguida se describen son los que todas las personas a quienes se les solicitan participar en un
estudio de investigacion. Por tanto, como un individuo en experimentacion, yo tengo los siguientes derechos:

1. Que me expliquen de qué se trata el estudio y que estan tratando de encontrar. Es decir, debo saber con todo
detalle los objetivos de investigacion.

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

3. Que me expliquen si alguno de los procedimientos, medicamentos o dispositivos que se emplearan en la
investigacion son diferentes de los que se usan en la practica médica rutinaria. Si son diferentes, debo saber
con exactitud en qué consisten las diferencias.

4. Que me describan con precision y de manera que yo entienda bien, la frecuencia y la importancia de los
riesgos a los que seré sometido y de los efectos adversos o molestias de las cosas que me ocurriran por los
propositos de investigacion.

5. Que me digan si yo puedo esperar alglin beneficio de mi participacion y, si asi fuera, cual seria el beneficio.

6. Que me expliquen otras opciones que tengo y como esas opciones pueden ser mejores, iguales o peores que
las de este estudio.

7. Que me permitan hacer cualquier pregunta que se me ocurra respecto al estudio antes de dar mi
consentimiento para participar y durante el curso del estudio (si decido participar).

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

9. Puedo negarme a participar en todo o, si decido participar, puedo cambiar mi decision acerca de mi
participacion después de que haya comenzado el estudio. Esta decision no afectara mis derechos para recibir
la atencion médica que yo recibiria si no estuviera en el estudio.

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

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

Si tengo otras dudas o preguntas, puedo solicitar al Dr. Gustavo Reyes Teran (Tel. 5666 7985, extensiones 151,
163: Celular: +55 1510 3322), investigador principal y jefe del Departamento de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) o a los co-investigadores de este
estudio, para que me las resuelvan. Ademas, puedo establecer comunicacion con el Comité¢ de Etica en
Investigacion INER, que se preocupa por la proteccion de los voluntarios de los proyectos, con su presidenta Dra.
Rocio Chapela Mendoza de lunes a viernes, de 8:00 AM a 4:00 PM, a los teléfonos: 52 55 5487 1700, extensiones
5110 'y 5254,  También  puedo  escrbir al  correo  electronico:  ccyb@iner.gob.mx.

Recibi declaracion de derechos de las personas en investigacion

Fecha:
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Anexo 3. Preparacion de reactivos

Nota: Los reactivos empleados y proporcionados en los kits de
citocinas y extraccion de DNA se prepararon como lo indica en
su respectivo instructivo con las siguientes modificaciones:
+ Wash buffer:
Para 500 mL de Wash buffer: adicionar 25 mL de la solucién de

lavado concentrada a 475 ml de agua desionizada.

+ Solucion 50% assay diluent:50% solucion salina para
lavados orales:
En un tubo Falcon de 50 mL mezclar 25 mL de assay diluent y 25

mL de la solucion salina empleada para los lavados orales.

+ Perlas magnéticas:
Mezclar las perlas con vortex por 30 segundos y sonicar por 30
segundos. Agregar 250 uL de perlas a 2500 uL de wash buffer.

Mezclar sin vortex por 30 segundos y sonicar por 30 segundos.

Preparacion del gel de agarosa al 2%

Pesar 4 g de agarosa y agregarlos a 200 mL de Tris 10x, calentar hasta
que la agarosa se haya disuelto completamente, agregar 10 uyL de
GelRed. Vaciar el gel y esperar a que solidifique. Correr el gel a 100
volts durante 30 min. Las dimensiones de la camara de electroforesis

son de: longitud 19 cm, ancho 20 cm, altura 10 cm.
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Anexo 4. Resumen de reactivos, materiales, kits y equipos

empleados

Human Ultrasensitive Cytokine Magnetic Invitrogen

10-Plex Panel

PureLink™ Microbiome DNA Purification Invitrogen

DNA
Nextera XT (Primers N7XX)

Nextera XT (Primers S5XX)
Quibit Assay kit

NanodropOne™
spctrophotometer

Termociclaror

Quibit® 3.0 fluorometer
Luminex 100/200
Secuenciador MiSeq
Centrifuga

Centrifuga de placas

Campana de bioseguridad

Agua desionzada

Agua Mili-Q

Etanol 70%

Solucion Salina NaCl 0.9%
Agarosa

Solucidon Tris 10X

Equipos:
UVv-VIS

Reactivos

Illumina

Illumina

ThermoFisher

ThermoFisher
ThermoFisher
Luminex

Illumina
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Marcador de DNA GelRed

Buffer de carga

Marcador de peso molecular 100 pb
Buffer HI-Fi

MgSO0s4
dNTP
DMSO
Primers de PCR
Taq pollimerasa
Perlas Ampure XP
Etanol 80%
NaOH 0.2N
Tween 20
Materiales
Viales de 1.5 mL
Tubos LoBind 1.5 mL
Tubos Falcon 50 mL
Placas para PCR de 96 pozos
Cartucho MiSeq Illumina

Flow Cel MiSeq Illumina

Pagina | 110



	Portada

	Índice General

	1. Resumen

	2. Introducción

	3. Justificación

	6. Materiales y Métodos

	7. Resultados

	8. Discusión

	9. Conclusión

	10. Bibliografía

	Anexos


