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RESUMEN

La coinfeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la hepatitis C (VHC)
representa un importante desafio clinico. Aunque la terapia con antivirales de accion directa permite la
erradicacion del VHC, persisten riesgos hepaticos como la esteatosis hepética, cuya prevalencia es alta
en personas con VIH (PWH). Este estudio transversal multicéntrico evalu6 el perfil metabolémico y
lipidémico plasmatico asociado a la presencia de esteatosis hepatica en 52 PWH con fibrosis avanzada
o cirrosis, que lograron respuesta virologica sostenida (RVS) tras el tratamiento anti-VHC. La esteatosis
se determind mediante el Indice de Esteatosis Hepatica (HSI), y los anélisis metabolomicos y
lipidomicos se realizaron mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) en modo
positivo y negativo, asi como electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas (CE-MS). El
analisis multivariante (PCA y PLS-DA) reveld una ligera separacion entre los grupos con y sin
esteatosis, identificando lipidos diferenciales como SM 18:1;02/18:1, P1 18:0_18:2 y PA 34:2 (LC-MS
ESI-), y PE O-18:1/22:6 y TG 10:0/18:1/1 (LC-MS ESI+). El analisis univariado confirm¢ diferencias
significativas en algunos de estos compuestos. Los resultados sugieren que la esteatosis hepatica en
PWH post-RVS se asocia con alteraciones persistentes en el perfil lipidico plasmatico. Estos lipidos
podrian constituir biomarcadores potenciales para el diagndstico o prondstico de la esteatosis hepatica
en esta poblacion. Se requieren estudios adicionales para validar estas asociaciones y esclarecer sus

mecanismos fisiopatologicos.
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Identification of Hepatic Steatosis Biomarkers in HIV/HCV Coinfected
Patients

ABSTRACT

Coinfection with human immunodeficiency virus (HIV) and hepatitis C virus (HCV) represents a
significant clinical challenge. Although direct-acting antiviral therapy enables HCV eradication, hepatic
risks such as steatosis persist, with high prevalence among people with HIV (PWH). This multicenter
cross-sectional study evaluated the plasma metabolomic and lipidomic profiles associated with hepatic
steatosis in 52 PWH with advanced fibrosis or cirrhosis who achieved a sustained virologic response
(SVR) following HCV treatment. Hepatic steatosis was assessed using the Hepatic Steatosis Index
(HSI), and metabolomic/lipidomic analyses were performed through liquid chromatography—mass
spectrometry (LC-MS) in both positive and negative ionization modes, and capillary electrophoresis—
mass spectrometry (CE-MS). Multivariate analysis (PCA and PLS-DA) showed a slight separation
between groups with and without steatosis, identifying differential lipids such as SM 18:1;02/18:1, PI
18:0 18:2, and PA 34:2 (LC-MS ESI-), and PE O-18:1/22:6 and TG 10:0/18:1/1 (LC-MS ESI+).
Univariate analysis confirmed significant differences in some of these compounds. The findings suggest
that hepatic steatosis in PWH post-SVR is associated with persistent alterations in the plasma lipid
profile. These lipids may serve as potential biomarkers for the diagnosis or prognosis of hepatic steatosis
in this population. Further studies are needed to validate these associations and clarify the underlying

pathophysiological mechanisms.
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INTRODUCCION

Desde su identificacion, el virus de la hepatitis C (VHC) ha atravesado un recorrido complejo que
refleja el notable avance de la medicina moderna. Su historia, estrechamente ligada a los progresos en
virologia, biologia molecular y terapéutica antiviral, puede dividirse en tres grandes etapas que han
marcado el rumbo de nuestra comprension sobre las hepatitis virales.

La primera etapa corresponde a la era de la hepatitis infecciosa y sérica, comprendida entre mediados
de los afios 50 y principios de los 70. Durante este periodo, se diferenciaban dos tipos principales de
hepatitis: la hepatitis infecciosa, transmitida por via fecal-oral, y la hepatitis sérica, adquirida
generalmente por via parenteral o sexual, con capacidad de inducir enfermedad hepatica cronica,
incluyendo cirrosis. En 1973 se identifico el virus de la hepatitis A, y posteriormente, en 1986, se
descubri¢ el primer biomarcador para el diagndstico de la hepatitis B: el antigeno de superficie (HBsAg)
(Ledn, 2021).

La segunda etapa se inici6 a finales de los afios 80, con el reconocimiento de una hepatitis de origen
desconocido, denominada “hepatitis no A no B”, caracterizada por su curso cronico y su potencial para
desarrollar cirrosis. A pesar del desconocimiento etioldgico, se comenzaron a utilizar tratamientos como
el interferon alfa-2b.

El tercer hito se produjo en 1989, cuando Michael Houghton y sus colaboradores lograron identificar
mediante técnicas de biologia molecular al agente viral responsable de esta hepatitis. A este nuevo virus
se le asign6 el nombre de hepatitis C, marcando asi el inicio de una nueva era en la investigacion,
diagnostico y tratamiento de esta infeccion viral (Leon, 2021).

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) continua representando un problema de salud ptblica
de gran magnitud a nivel mundial. Se estima que mas de 50 millones de personas estan infectadas con
el VHC en el afio 2024, lo que equivale a una prevalencia global aproximada del 2,8 %. Esta carga no
se distribuye de manera uniforme: las regiones del Mediterraneo Oriental presentan la mayor
prevalencia, mientras que en Europa, las tasas varian entre el 1 % y el 1,5 %. En Espatia, por ejemplo,
la prevalencia estimada es de aproximadamente el 1,2 % de la poblacién, y segun datos del Centro

Nacional de Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos III, en 2020 se notificaron 819 nuevos casos

de infeccion por VHC, con una tasa de incidencia de 2,36 por cada 100.000 habitantes. Estas cifras
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muestran ademas una importante variabilidad regional, siendo las comunidades auténomas de Valencia,
Murcia y el Pais Vasco las mas afectadas, mientras que otras como Canarias, Extremadura y Galicia
reportaron tasas considerablemente menores (Garcia Deltoro y Ricart Olmos, 2019; Hernando et al.,
2022).

El VHC pertenece al género Hepacivirus, dentro de la familia Flaviviridae, y se caracteriza por su
elevada heterogeneidad genética. Hasta la fecha, se han identificado al menos siete genotipos
principales y mas de 67 subtipos, con diferencias de entre el 20 % y el 35 % en sus secuencias de
nucledtidos (Smith et al., 2019; Johnson & Thompson, 2021). Esta variabilidad tiene un impacto directo
en la eficacia y duracion de las terapias antivirales disponibles, pues cada genotipo responde de forma
distinta a los tratamientos (Brown et al., 2023).

Desde el punto de vista estructural, el VHC es un virus de pequefio tamafo (aproximadamente 50
nanometros de diametro), envuelto en una membrana lipidica derivada del reticulo endoplasmico del
huésped. Esta envoltura contiene dos glicoproteinas clave para la entrada viral: E1 y E2 (Chen & Li,
2020; Garcia et al., 2022). En el interior, el virus alberga una nucleocapside que protege su genoma,
compuesto por una molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva (Kim et al., 2024).

El ciclo de replicacion del VHC se inicia con la union del virus a receptores especificos ubicados en la
membrana de los hepatocitos, incluyendo el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR),
glucosaminoglucanos (GAG), y las proteinas CD81 y CLDNI1 (Garcia Deltoro y Ricart Olmos, 2019).
Tras la entrada del virus por endocitosis, su ARN gendomico se traduce en una poliproteina que es
escindida por proteasas virales y celulares para generar las proteinas estructurales y no estructurales
necesarias para la replicacion. Entre estas ultimas, destacan la NS3 (proteasa) y la NS5B (ARN
polimerasa), que constituyen blancos terapéuticos clave.

La replicacion ocurre en el reticulo endoplasmico, y los nuevos viriones son ensamblados y liberados
del hepatocito. Dada la ausencia de una actividad correctora de errores por parte de la ARN polimerasa
viral, el VHC genera multiples cuasiespecies, facilitando la evasion inmunoldgica y la resistencia a
tratamientos (Garcia Deltoro y Ricart Olmos, 2019).

Desde la perspectiva fisiopatologica, el VHC provoca una serie de alteraciones hepaticas y

extrahepdticas. Entre las principales afecciones hepaticas se encuentran:
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o Esteatosis hepatica: caracterizada por la acumulacion excesiva de grasa en el higado,
principalmente en personas infectadas por el genotipo 3 del VHC. Este subtipo viral interfiere
con el metabolismo lipidico, promoviendo la lipogénesis y reduciendo la oxidacion de acidos
grasos y la secrecion de lipoproteinas (Tariq et al., 2022).

o Fibrosis hepatica: resultado de la activacion de las células estrelladas hepaticas y la
acumulacion de colageno, lo que conduce progresivamente a la cirrosis hepatica.

e Cirrosis hepatica: fase terminal de la fibrosis, con distorsion de la arquitectura hepatica,
formacion de noédulos y riesgo elevado de complicaciones como hipertension portal,
insuficiencia hepatica y carcinoma hepatocelular.

¢ Carcinoma hepatocelular (CHC): el tipo mas comun de cancer de higado, cuya principal
causa predisponente es la cirrosis derivada de una infeccion cronica por VHC. El virus puede
inducir carcinogénesis mediante mecanismos indirectos e incluso directos como el estrés
oxidativo y la alteracion de vias de sefalizacion celular (Tariq et al., 2022).

A estos trastornos hepaticos se suman manifestaciones extrahepaticas, incluyendo alteraciones renales,
cardiovasculares y metabolicas. La persistencia del VHC en el organismo se debe en gran medida a su
capacidad para evadir la respuesta inmunitaria del huésped, lo que permite el establecimiento de una
infeccion cronica.

La esteatosis hepatica en contexto de infeccion por VHC puede explicarse mediante tres mecanismos
principales: un efecto citopatico directo del virus, una alteracion del metabolismo lipidico mediada por
la modulacion de genes y vias metabdlicas, y una respuesta inflamatoria crénica inducida por la
infeccion. Estos factores actiian en sinergia promoviendo la acumulacion de triglicéridos en los
hepatocitos y la progresion hacia formas mas graves de enfermedad hepatica como la enfermedad
hepatica grasa asociada a disfuncion metabolica (MASLD, por sus siglas en inglés).

La MASLD se define como una acumulacion grasa en el higado que afecta al menos al 5 % de los
hepatocitos y esta asociada con alteraciones metabdlicas sistémicas como obesidad, resistencia a la
insulina e hipertrigliceridemia. Incluye un espectro que abarca desde la esteatosis simple hasta la

esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis y, finalmente, hepatocarcinoma (Saavedra et al., 2021).
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Para evaluar de manera no invasiva la presencia de esteatosis, se utiliza el indice de Esteatosis Hepatica
(HSI), que combina parametros como ALT/AST, indice de masa corporal, sexo y presencia de diabetes.
Valores superiores a 36 indican alta probabilidad de esteatosis (Priego-Parra et al., 2024). Aunque util
como herramienta de cribado, debe complementarse con pruebas adicionales para confirmar el
diagnostico.

El tratamiento actual del VHC se basa en antivirales de accion directa (AAD), con tasas de curacion
superiores al 95 % y regimenes de tratamiento que pueden variar entre 8 y 12 semanas. Las
combinaciones mas  utilizadas  incluyen  elbasvir/grazoprevir,  glecaprevir/pibrentasvir,
ledipasvir/sofosbuvir y sofosbuvir/velpatasvir, dependiendo del genotipo viral y el estadio de la
enfermedad hepatica (Calleja et al., 2018).

En el caso del VIH, el tratamiento estdndar es la terapia antirretroviral (TAR), donde los inhibidores de
la integrasa como dolutegravir y bictegravir han demostrado gran eficacia. En casos de resistencia, se
recurre a combinaciones con inhibidores de la transcriptasa inversa o de la proteasa, guiadas por
estudios genotipicos (Gandhi et al., 2022).

La coinfeccion VIH/VHC constituye un reto clinico adicional. EI VIH acelera la progresion de la
enfermedad hepatica asociada al VHC, aumenta la replicacion viral y potencia la inflamacion hepatica.
Aunque los avances terapéuticos han mejorado el pronoéstico, la erradicacion del VHC no elimina el
riesgo de secuelas hepaticas cronicas como la esteatosis (Rotman y Liang, 2009).

Por tanto, el presente estudio cobra relevancia al investigar los cambios metabolomicos persistentes tras
la erradicacion del VHC en personas con VIH, enfocandose en la identificacion de biomarcadores
plasmaticos que permitan comprender mejor los mecanismos subyacentes a la esteatosis hepatica post-
tratamiento y mejorar las estrategias de prevencion y seguimiento en esta poblacion vulnerable.
METODOLOGIA

1. Disefio y participantes del estudio

Llevamos a cabo un estudio transversal multicéntrico en 52 personas con VIH (PWH) en TAR y
recuperacion inmunoldgica significativa después de completar con éxito el tratamiento contra el VHC

en 10 centros en Espaiia. Estos pacientes tenian fibrosis avanzada o cirrosis y comenzaron tratamiento

con antivirales de accion directa (AAD) sin interferon (IFN) o basados en IFN (peg-IFN-o/ribavirina o
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peg-IFN-a/ribavirina/AAD) entre febrero de 2012 y agosto de 2016, logrando una respuesta virologica
sostenida (RVS) (carga de ARN del VHC indetectable 12-24 semanas —dependiendo del régimen—
después de finalizar el tratamiento anti-VHC). Todos los pacientes tenian datos clinicos disponibles y
muestras de plasma congelado aproximadamente un afio después de completar el tratamiento exitoso
del VHC. Todos los pacientes estuvieron en TAR estable durante mas de seis meses y tenian una carga
viral de VIH en plasma indetectable (< 50 copias/mL). Los pacientes con coinfeccion por el virus de la
hepatitis B (VHB), hepatitis C aguda o descompensacion hepatica fueron excluidos.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion del Instituto de Salud Carlos III (CEI
PI172 2021) y se llevo a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Antes del registro, todos los
participantes firmaron un consentimiento informado por escrito.

2. Datos clinicos y muestras

Las caracteristicas epidemiologicas, clinicas y virologicas de los participantes se recopilaron de los
registros médicos utilizando un formulario en linea, cumpliendo con todos los requisitos de
confidencialidad. Esta informacion fue monitoreada.

Las muestras de sangre periférica se recolectaron en tubos con EDTA, se procesaron dentro de las 24
horas posteriores a la extraccion y se almacenaron a -80°C en el Biobanco HIV HGM
(http://hivhgmbiobank.com/?lang=en) hasta su uso.

La inactivacion viral de las muestras de plasma se realizé mezclando 300 puL de plasma con 900 puL de
MeOH:EtOH frio (1:1, v/v), alcanzando una proporcion 1:3, v/v. Luego, las muestras se mezclaron en
vortex durante 1 minuto y se introdujeron en un bafio de hielo durante 5 minutos. Finalmente, las
muestras se centrifugaron a 16000 g, durante 20 minutos y a 4°C, y luego se almacenaron a -80°C hasta
el analisis.

3.Variable de resultado

El indice de Esteatosis Hepatica (HSI) es un indice simple que puede ser muy util para detectar
esteatosis hepatica y que también ha sido validado en PWH. El HSI se calcul6 utilizando la siguiente
formula: HSI = 8 x (relacion alanina aminotransferasa (ALT)/aspartato aminotransferasa (AST)) +

indice de masa corporal (IMC) (+2, si es mujer; +2, si tiene diabetes mellitus). La variable de resultado

fue un HSI elevado (HSI > 36) un afio después de completar el tratamiento del VHC. Elegimos este
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valor de corte porque se ha encontrado que predice la presencia de MAFLD.(Okada et al., 2023),(Lee
et al., 2010), (Yanavich et al.,2021).

4. Analisis metabolomico por Electroforesis Capilar 4.1.

Extraccion de Metabolitos:

La extraccion de metabolitos incluy6 pasos de descongelacion, centrifugacion y secado de las muestras
de plasma. La resuspension en acido formico con estandares internos permite la estabilizacion y la
cuantificacion relativa de los metabolitos. La desproteinizacion con filtros de corte de proteina elimina
las proteinas de la muestra, las cuales podrian interferir con el andlisis por electroforesis capilar.

4.2.  Aseguramiento de la Calidad y Muestras Blancas:

Al igual que en el andlisis lipiddmico, se incluyeron muestras QC y muestras blanco para monitorizar
la variabilidad analitica e identificar posibles contaminantes.

4.3.  Condiciones Analiticas:

-Electroforesis Capilar (CE): Se utilizo un sistema Agilent CE 7100, que permite la separacion de
metabolitos cargados en base a su movilidad electroforética. El capilar de silice fundida proporciona
una superficie cargada que interactia con los analitos, contribuyendo a la separacion.

-Espectrometria de Masas de Tiempo de Vuelo (TOF-MS): El espectrometro de masas Agilent 6224
TOF-MS permite la deteccion y la identificacion de metabolitos en base a su m/z. La utilizacion de una
fuente de ionizacion por electrospray (ESI) en modo positivo permite la ionizacion eficiente de una
amplia gama de metabolitos.

-Adquisicion de Datos: La adquisicion de datos en modo de escaneo completo permite registrar un
amplio rango de masas, capturando la mayor parte de los metabolitos presentes en las muestras. La
adquisicion de iones de fragmentos insource (pseudo-MS/MS) proporciona informacion estructural
adicional que facilita la identificacion de los metabolitos.

4.4.  Proceso de Anotacion de Metabolitos:

La identificacion de los metabolitos se realizé utilizando una base de datos CE-MS predefinida,

integrada en la plataforma CEU Mass Mediator (CMM) (Mamani-Huanca et al., 2021). Esta base de

datos contiene informacion sobre la masa exacta, el tiempo de migracion y la formula molecular de una
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amplia variedad de metabolitos, lo que permite una asignacion precisa de los picos detectados en el
analisis CE-MS.

5.1 Analisis Lipidomico 5.1. Extraccion de Lipidos:

La extraccion de lipidos se realizoé utilizando una metodologia optimizada y validada en el laboratorio,
basada en una mezcla de solventes MeOH:MTBE (1:1, v/v) (Gonzalez-Riano et al., 2021). Este método
permite una eficiente extraccion de una amplia gama de lipidos a partir de muestras de plasma. La
adicion de estandares internos no enddgenos (C17Esfinganina y acido palmitico d31) permite la
cuantificacion relativa de los lipidos y la correccion de variaciones en el proceso analitico.

5.2. Aseguramiento de la Calidad y Preparacion de Blancos:

La inclusion de muestras de Control de Calidad (QC), preparadas a partir de la combinacion de todas
las muestras de plasma, permite monitorizar la variabilidad analitica y asegurar la reproducibilidad del
método a lo largo del andlisis. Las muestras blanco, procesadas con los mismos solventes utilizados en
la extraccion, permiten identificar contaminantes y compuestos derivados de los reactivos, los cuales
son excluidos del analisis posterior.

5.3. Condiciones Analiticas:

-Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Resolucion (UHPLC): Se empled un sistema Agilent 1290
Infinity II, el cual ofrece una alta eficiencia de separacion, permitiendo la resolucion de un gran nimero
de especies lipidicas. La columna de fase reversa Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC — C18
proporciona una adecuada retencion y separacion de lipidos basada en su polaridad.

-Espectrometria de Masas de Tiempo de Vuelo con Cuadrupolo (QTOF): El espectrometro de masas
Agilent 6546 QTOF, con fuente de ionizacion por electrospray dual (ESI), permite la deteccion sensible
y la identificacion de lipidos en base a su relacion masa/carga (m/z). La utilizacion de dos modos de
ionizacion (ESI+ y ESI-) maximiza la cobertura del lipidoma plasmatico, ya que diferentes clases de
lipidos ionizan de manera mas eficiente en uno u otro modo.

-Adquisicion de Datos: La adquisicion de datos en modo de escaneo completo (full scan) permite
registrar un amplio rango de masas, capturando la mayor parte de las especies lipidicas presentes en las

muestras. La adquisicion iterativa MS/MS en las muestras QC proporciona informacién estructural

adicional al fragmentar los iones precursores, lo que facilita la identificacion de los lipidos.
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-Correccion de Masa: La infusion continua de masas de referencia (purina y HP0921) garantiza la
precision en la medicion de masas a lo largo del analisis.

5.4. Proceso de Anotacion Lipidica:

La identificacion de los lipidos se llevo a cabo mediante una estrategia que integra la informacion de
diferentes herramientas bioinformaticas:

-Lipid Annotator: Este software utiliza la concordancia de espectros MS/MS para la anotacion de
lipidos, comparando los espectros experimentales con una base de datos de espectros de referencia
(Koelmel et al., 2020).

-MS-DIAL 4: Esta herramienta permite la identificacion de lipidos basada en la concordancia de masas
exactas y tiempos de retencion con bases de datos de lipidos (Tsugawa et al., 2020).

-LipidHunter: Este software emplea un enfoque "de abajo hacia arriba" para la identificacion de lipidos,
analizando los patrones de fragmentacion MS/MS y deduciendo la estructura lipidica a partir de los
fragmentos observados (Ni Z et al., 2017).

-LipidMS 3.0: Esta herramienta utiliza reglas de intensidad de fragmentos para la anotacion de lipidos,
basandose en la abundancia relativa de los diferentes iones de fragmento en el espectro MS/MS
(Alcoriza-Balaguer et al., 2018; Alcoriza-Balaguer et al., 2022).

La combinacion de estas herramientas, junto con la inspeccion manual de los espectros MS/MS y la
utilizacion de la plataforma CEU Mass Mediator (CMM) (Gil-De-La-Fuente et al., 2019), permite una
anotacion lipidica robusta y confiable.

6. Reprocesamiento de Datos

El reprocesamiento de los datos crudos, tanto lipidomicos como metaboldémicos, se llevd a cabo
mediante una estrategia hibrida (Fernandez Requena et al., 2024) que utiliza el software Agilent
MassHunter Profinder. Este software permite la alineacion de los datos en funcion del tiempo de
retencion (para LC-MS) o tiempo de migracion (para CE-MS), lo que facilita la comparacion entre
muestras y la deteccion de cambios en los perfiles lipidicos y metabolomicos. La extraccion de
caracteristicas se realizo de manera dirigida, utilizando una base de datos que incluye informacion sobre

la masa exacta, la formula molecular y los posibles aductos de los lipidos y metabolitos de interés.
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La consideracion de diferentes aductos para cada modo de ionizacion permite una deteccion mas
completa de las especies presentes en las muestras. La utilizacion de algoritmos de agrupamiento de
isotopos y de filtrado de caracteristicas permite eliminar sefiales redundantes y asegurar la calidad de
los datos.

6.1. Normalizacion y Filtrado de Datos

La normalizacién de los datos lipidomicos se realizd mediante la transformacion de Kuligowski
(Kuligowski et al., 2015), la cual corrige las variaciones introducidas por el instrumento o el
procesamiento de la muestra, permitiendo una comparacion mas precisa entre las muestras. En el caso
de los datos metabolomicos, la normalizacion se realizo utilizando un estandar interno (sulfona de
metionina), lo que permite corregir las variaciones en la eficiencia de extraccion y deteccion.

El filtrado de datos, basado en el coeficiente de variacion (CV) en las muestras QC, permite eliminar
especies lipidicas y metabolitos con una alta variabilidad analitica, asegurando que los resultados
obtenidos sean robustos y confiables.

7. Analisis estadistico

Para la descripcion del grupo, las variables continuas se expresaron como mediana (rango
intercuartilico, IQR) y las variables categoricas como recuento absoluto (porcentaje). El andlisis
estadistico se realizo utilizando el programa R. Se utilizaron las pruebas U de MannWhitney y Chi-
cuadrado para comparar grupos independientes para variables continuas y categoricas, respectivamente.
Los datos de LC-MS (ionizacion por electrospray (ESI) positiva y negativa) adquiridos del analisis
lipidomico y los obtenidos de CE-MS se normalizaron (transformacion logaritmica (log10) y escalado
automatico (centrado en la media y luego dividido por la desviacion estandar de la variable)) y se
sometieron a analisis estadistico multivariado utilizando el software MetaboAnalyst 5.0
(http://www.metaboanalyst.ca/), que incluy6 analisis multivariante mediante analisis de componentes
principales (PCA) y analisis discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (PLS-DA).

El analisis multivariante es una rama de la estadistica que permite estudiar multiples variables
simultaneamente, lo que facilita la comprension de patrones complejos y relaciones entre ellas. Dentro

de este campo, el PCA es una técnica ampliamente utilizada para reducir la dimensionalidad de los

datos y asimismo conservar la mayor cantidad de informacion posible. Este transforma un conjunto de
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variables originales en nuevas variables no correlacionadas llamadas componentes principales, que en
si son combinaciones lineales de las variables originales. Estos componentes capturan la mayor
variabilidad de los datos, simplifican su estructura y facilitan su interpretacion.
En el caso del anélisis de discriminacion por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) es un analisis
supervisado que maximiza la separacion entre las clases del conjunto de datos, optimizando la capacidad
predictiva del modelo. Ademaés, para evaluar la importancia de las variables en la discriminacion entre
clases, se utiliz6 el VIP score (Variable Importance in Projection), calculado en base al modelo PLS-
DA. Este puntaje asigna mayor importancia a las variables que contribuyen de manera significativa a la
clasificacion de las muestras.
Para evaluar las diferencias entre grupos, ademas del modelo multivariado mediante PCA y PLS-DA,
se llevo a cabo un analisis estadistico univariado mediante la prueba de t de Student (t-test). El nivel de
significacion se definié como valor p < 0.05 (dos colas) y valor q < 0.05.
RESULTADOS

1. Caracteristicas de los pacientes
Las caracteristicas de los 52 pacientes coinfectados con VIH/VHC de acuerdo al desarrollo de esteatosis
hepatica (HSI > 36) se muestran en la Tabla 1. El 82,7% de los pacientes eran hombres, la mediana de
edad era 52,5 afios, y el IMC era 25,37 kg/m?. El 56,2% eran fumadores habituales, y el 6,2% y el 80%
tenian antecedentes de consumo de alcohol y drogas, respectivamente. En cuanto a los aspectos
virologicos, el 75% estaban infectados por el genotipo 1 del VHC:

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, epidemiologicas y viroldgicas de pacientes con VIH (PWH) un afio
después de completar con éxito el tratamiento para el VHC, seglin la presencia de esteatosis hepatica

(HST > 36).
Todos HSI > 36 HSI <36 P
No.
52 15 37
Edad (aflos) 52,50 (50- 52,00 (49-
55) 56,50) 53 (52-55) 0,345
Sexo (hombre) 43 (82,7%) 14 (93,3%) 29 (78,4%) 0,375
IMC (kg/m2) (n=53) 25,37 (22,44- 29,56 (28,63- 23,32 (21,16-

RE




28,17) 31,76) 25,50) <0,001
Fumador (n = 48) 0,052
Nunca 4 (8,3%) 0 (0,0%) 4 (11,4%)
Previo (>6 meses) 17 (35,4%) 8 (61,5%) 9 (25,7%)
Actual 27 (56,2%) 5(38,5%) 22 (62,9%)
Ingesta alcohol (> 50 g/dia) (n = 0,520
49)
Nunca 26 (54,2%) 7 (53,8%) 19 (54,3%)
Previo (>6 meses) 19 (39,6%) 6 (46,2%) 13 (37,1%)
Actual 3 (6,2%) 0 (0,0%) 3 (8,6%)
Consumo drogas intravenosas
en los ultimos 6 meses 40 (80,0%) 11 (78,6%) 29 (80,6%) 0,999
Terapia HCV previa 29 (55,8%) 8(53,3%) 21 (56,8%) 0,999
SIDA previo 1 (1,9%) 0 (0,0%) 1(2,7%) 0,999
Marcadores hepaticos
HSI 32,36 (29,63- 38,30 (37,23- 30,90 (28,44-  <0,001
36,76) 42,21) 32,72)
LSM (kPa) (n = 45) 14,10 (8,10- 15,55 (13,58- 13,90 (8,00- 0,248
19,20) 22,62) 19,20)
APRI (n=51) 0,57 (0,41- 0,57 (043- 0,57 (0,42- 0,820
0,94) 1,01) 0,87)
Marcadores HCV previos
Genotipo HCV 0,904
1 39 (75%) 12 (80%) 27 (73,0%)
3 7 (13,5%) 1 (6,7%) 6 (16,2%)
4 5(9,6%) 2 (13,3%) 3 (8,1%)




Otros

VHC-RNA en log10 (IU/mL)

1(1,9%) 0 (0,0%) 1(2,7%)

6,31  (5,84- 6,08 (575- 6,39 (6,04~ 0,369

6,68) 6,74) 6,67)

VHC-RNA > 850000 (IU/mL) 37 (71,2%) 8 (53,3%) 29 (78,4%) 0,142
Terapia HCV (basada en IFN) 36 (69,2%) 12 (80,0%) 24 (64,9%) 0,459
Terapia antiretroviral HIV 0,564
NRTI + NNRTI, 17 (35,4%) 7 (50,0%) 10 (29,4%)
NRTT +1I 18 (37,5%) 4 (28,6%)

14 (41,2%)
NRTI + PI 10 (20,8%) 2 (14,3%)

8 (23,5%)
Otros 3 (6,2%) 1 (7,1%) 2 (5,9%)

Estadistica: Los valores se expresan con numero absoluto (porcentaje) y mediana (rango intercuartilico)

para variables cualitativas y cuantitativas, respectivamente. Los valores de p se calcularon mediante la

prueba de Chi-cuadrado y la prueba U de Mann-Whitney para variables cualitativas y cuantitativas,

respectivamente.

Abreviaturas: HSI, indice de esteatosis hepatica; IMC, indice de masa corporal; VHC, virus de la

hepatitis C; LSM, medicion de la rigidez hepatica; kPa, kilopascal; Ul, unidades internacionales; peg

IFN, interferon pegilado; AAD, antivirales de accion directa; ARN del VHC, carga viral de la hepatitis

C; SIDA, sindrome de inmunodeficiencia adquirida; ITIAN, inhibidor de la transcriptasa inversa

analogo de nucledsidos para el VIH; ITINN, inhibidor de la transcriptasa inversa no andlogo de

nucledsidos para el VIH; II, inhibidor de la integrasa del VIH; IP, inhibidor de la proteasa del VIH.




2. Analisis metabolomico

2.1. Datos de metabolitos obtenidos mediante electroforesis capilar

2.1.1. Analisis multivariante mediante analisis de componentes principales (PCA)

El andlisis PCA se muestra en la Figura 1. El primer componente principal (PC1) explica un 18.1% de
la variabilidad total. El segundo componente (PC2) explica un 14% adicional de la variabilidad. La
combinacion de PC1 y PC2 nos da una vision inicial de la estructura de los datos y puede revelar
agrupamientos o patrones importantes. El tercer componente (PC3) anade otra dimension a la
interpretacion, capturando 8,3% de la variabilidad que no estd reflejada en los dos primeros
componentes. Con PC3 se puede identificar més detalles sobre la estructura subyacente o variabilidad
residual en los datos.

Al observar los componentes PC4 y PC5, se obtiene una comprension mas detallada y matizada. PC4

explica 6,2% de la variabilidad, mientras que PC5 representa 5,4% de la variabilidad total. Estos

componentes adicionales pueden mostrar patrones mas sutiles o variabilidad residual que no fue

capturada en los componentes anteriores.

Los graficos que muestran las proyecciones de datos en estos componentes ayudan a identificar como

se distribuyen las muestras. En el plano formado por PC1 y PC2, se pueden observar agrupamientos y

patrones generales, mientras que las proyecciones en los planos de PC3 vs. PC4 y PC4 vs. PC5

proporciona perspectivas adicionales sobre la estructura de los datos. Las muestras cercanas entre si en

estos planos tienen caracteristicas similares, lo que puede indicar agrupaciones o relaciones

significativas entre las observaciones.

Como bien se puede observar en la Figura 1 se muestra el andlisis PCA el cual se realiza para poder

explorar las diferencias en el perfil lipidomico entre los dos grupos de estudio. Los puntos rojos (0)

representan a las personas con VIH (PWH) sin esteatosis hepatica (HSI

< 36), mientras que los puntos verdes (1) representan a las PWH con esteatosis hepatica (HSI > 36). La

distribucion de los puntos en los diferentes graficos del PCA permite visualizar si existen patrones de

agrupacion o separacion entre los dos grupos, lo que indicaria diferencias en su composicion

metabolomica.

mE d_




Figura 1. Analisis de componentes principales mediante analisis multivariante de componentes
principales (PCA) en pacientes con VIH sin esteatosis hepatica (0) y
pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) obtenidos mediante electroforesis capilar
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2.1.2. Analisis multivariante mediante analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLSDA)
Con el andlisis de discriminacion por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) se identifica y maximiza
la separacion entre diferentes clases en un conjunto de datos. Cada componente en PLS-DA captura la
variabilidad que distingue entre las clases, mejorando la capacidad del modelo para realizar predicciones
precisas.

En este analisis, el primer componente principal (PC1) es fundamental para capturar la variabilidad que
mas contribuye a la separacion entre las clases. Explica un 13% de la variabilidad que es relevante para
la discriminacion entre grupos, proporcionando la mayor parte de la separacion observada en los datos.
El segundo componente (PC2) afiade una dimension adicional a la separacion, explicando un 8,6% de
la variabilidad, y ayuda a capturar la separacion que no se logra con el primer componente (Figura 2).
Luego se introducen mas componentes, PC3, PC4 y PC5, que afiaden dimensiones adicionales que

capturan variabilidad adicional entre las clases. PC3 explica un 6,6% de la variabilidad y puede revelar

estructuras adicionales en los datos que no son evidentes en los primeros dos componentes. PC4 y PC5,




que explican 8,4% y 7,6% de la variabilidad respectivamente, proporcionan detalles mas refinados
sobre la separacion entre clases y pueden capturar variabilidad residual que no fue abordada por los
componentes anteriores.

Los graficos de PLS-DA que muestran la proyeccion de datos en estos componentes ayudan a visualizar
cOmo se separan las clases. En el plano formado por PC1 y PC2, se observa una separacion inicial entre
las clases, mientras que los planos de PC3 vs. PC4 y PC4 vs. PC5 proporciona perspectivas adicionales
sobre como las clases se agrupan y se distinguen en dimensiones adicionales. Las muestras que estan
cercanas entre si en estos graficos tienen caracteristicas similares, lo que indica que el modelo ha
logrado capturar patrones de discriminacion significativos.

En la Figura 2 se muestra el analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) realizado
para identificar las variables metabolomicas que mejor discriminan entre las PWH con esteatosis
hepatica (HSI > 36, puntos verdes) y sin esteatosis hepatica (HSI < 36, puntos rojos). A diferencia del
PCA, el PLS-DA busca maximizar la separacion entre los grupos. En este andlisis, se observa una ligera
tendencia a la separacion entre los grupos, aunque con una considerable superposicion de los puntos
rojos y verdes. Los componentes discriminantes 1 y 2 explican un 21,6% de la varianza, lo que indica
que el modelo tiene una capacidad moderada para discriminar entre los grupos en funcion de su perfil

lipidomico. La distribucion de los puntos en los diferentes graficos del PLS-DA permite visualizar la

capacidad del modelo para discriminar entre los dos grupos en funcion de su perfil metabolémico.




Figura 2. Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) en pacientes con VIH sin
esteatosis hepatica (0) y pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) obtenidos mediante electroforesis
capilar
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Las caracteristicas de estos datos pueden observarse con mayor detalle en la Figura 3. Esta figura
proporciona una visualizacion clara de la distribucion de las muestras en el espacio definido por los tres
primeros componentes principales (PC1, PC2 y PC3). Se observa una dispersion de puntos rojos y
verdes que representan nuestros dos grupos (HSI>36 y HSI <

36). Aunque existe cierto grado de solapamiento entre estas clases, se puede apreciar una tendencia de
separacion, particularmente a lo largo del eje del Componente 1, que explica el mayor porcentaje de
variabilidad (13%).

La distribucion de los puntos indica que, si bien hay diferencias detectables entre los dos grupos,
también existe variabilidad dentro de cada grupo. Algunos puntos de ambos colores se encuentran mas

dispersos, alejados del nucleo principal de su respectivo grupo, lo que podria indicar muestras atipicas

0 con caracteristicas particulares dentro de cada clase.




Figura 3. Grafico sincronizado en 3D del PLS-DA en pacientes con VIH sin esteatosis

hepatica (0) y pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) obtenido mediante
electroforesis capilar
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La Figura 4 muestra los resultados del analisis VIP (Variable Importance in Projection). Los VIP scores
reflejan la importancia de cada metabolito en la diferenciacion entre grupos en el modelo PLS-DA.
Guanidinosuccinato tiene el VIP score mas alto, seguido por-oglicerilfosforilcolina, lo que indica su
relevancia en la separacion de grupos. Las barras de colores representan la abundancia relativa de los

metabolitos entre los grupos comparados. Este analisis identifica los metabolitos clave para la

discriminacion, siendo aquellos con VIP scores superiores a 1 los mas relevantes.




Figura 4. Grafico de calor los resultados de un analisis VIP (Variable Importance in
Projection) en pacientes con VIH sin esteatosis hepatica (0) y pacientes con VIH con esteatosis hepatica
(1) obtenidos mediante electroforesis capilar

A

Guanidinosuccinato ..

L-2-Glicerilfosforilcolina o =)=

2-Fenilglicina ..

N-Metil-L-prolina (mlm]
Octanoil-L-carnitina .. High

NG,NG-dimetilarginina ® (]|

Betaina -.

Hi ina
”m ° m]=]
D-Pantotenato ° -.
L-Triptéfano S Py -. I
L-Glicina -. Ryt
4

(Trimetilamonio)butirato ..

L-Adido piroglutdmico =

L-Acido pipecélico . ..

Melatonina -.

T T T T T T
14 1.6 1.8 2.0 2.2 24
VIP scores

2.1.3. Diferencias entre grupos mediante analisis univariado (t-test)

Tabla 2. Resultado de metabolitos significativos obtenidos mediante del t-test

Metabolitos obtenidos Valor p Valor q
a-glicerilfosforilcolina 0,007 0,473
acido guanidinosuccinico 0,011 0,473

La Figura 5 muestra los resultados del analisis univariado mediante un test que estudia las diferencias
para cada metabolito individual entre ambos grupos. El grafico de dispersion presenta los valores de -
log10(p-value) en el eje Y frente a los metabolitos en el eje X. Este tipo de grafico permite visualizar de
manera clara qué tan significativos son los resultados, ya que cuanto mayor es el valor en el eje Y, menor
es el valor de p.

En la grafica, los puntos violetas representan los metabolitos con valores de p menores al umbral de

significancia (p < 0,05), mientras que los puntos blancos son aquellos que no alcanzaron esta

significancia. Los dos metabolitos mas destacados, a-glicerilfosforilcolina y acido guanidinosuccinico,




tienen los valores de p mas bajos (0,007 y 0,011, respectivamente), lo que indica que son los mas
relevantes para diferenciar los grupos estudiados.

Figura 5. Grafico de dispersion que muestra los resultados del analisis univariado t-test aplicado
obtenidos mediante electroforesis capilar
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En la figura 5 El analisis univariado mediante t-test, que compara las medias de cada metabolito entre
los grupos con y sin esteatosis hepdtica, reveld diferencias en dos metabolitos: a-glicerilfosforilcolina
y acido guanidinosuccinico. Si bien estos metabolitos mostraron valores p inferiores a 0.05 en el analisis
inicial, es importante destacar que estas diferencias no se mantuvieron tras la aplicacion de la correccion
por multiples comparaciones (valor q = 0,473). Esto sugiere que, en el contexto del analisis global y
considerando la posibilidad de falsos positivos, a-glicerilfosforilcolina y
acido guanidinosuccinico no presentan diferencias significativas entre los grupos con y sin esteatosis
hepatica.

2.2. Datos del analisis lipidomico obtenidos mediante LC-MS ESI-

2.2.1. Analisis multivariante mediante analisis de componentes principales (PCA) Con el analisis de
componentes principales (PCA) se busca identificar patrones y reducir la dimensionalidad de los datos,
conservando la mayor cantidad de informacion posible. Cada componente principal captura una parte

de la variabilidad total de los datos, y la combinacion de varios componentes permite visualizar la

estructura de los datos desde diferentes perspectivas.




En este analisis, el primer componente principal (PC1) es fundamental para capturar la variabilidad en
el perfil lipidomico obtenido mediante LC-MS ESI-. Explica un 26,3% de la variabilidad total,
proporcionando una vision general de las principales diferencias entre las muestras. El segundo
componente (PC2) afiade una dimension adicional al analisis, explicando un 14,5% de la variabilidad,
y ayuda a visualizar patrones que no se aprecian en el primer componente (Figura 6).

Luego se introducen mas componentes, PC3, PC4 y PCS5, que afaden dimensiones adicionales y
capturan variabilidad adicional en los datos. PC3 explica un 8,6% de la variabilidad y puede revelar
estructuras adicionales en los datos que no son evidentes en los primeros dos componentes. PC4 y PC5,
que explican 5,4% y 5,3% de la variabilidad respectivamente, proporcionan detalles mas refinados
sobre la estructura de los datos y pueden capturar variabilidad residual que no fue abordada por los
componentes anteriores. Los graficos de PCA que muestran la proyeccion de datos en estos
componentes ayudan a visualizar como se distribuyen las muestras. En el plano formado por PC1 y
PC2, se observa una ligera tendencia a la separacion entre las PWH con esteatosis hepatica (HSI > 36,
puntos verdes) y sin esteatosis hepatica (HSI < 36, puntos rojos), mientras que los planos de PC3 vs.
PC4 y PC4 vs. PCS5 proporcionan perspectivas adicionales sobre como se agrupan las muestras en

dimensiones adicionales. Las muestras que estan cercanas entre si en estos graficos tienen

caracteristicas similares en su perfil lipidomico.




Figura 6. Analisis de componentes principales mediante andlisis multivariante de componentes
principales (PCA) en pacientes con VIH sin esteatosis hepatica (0) y pacientes con VIH con esteatosis
hepatica (1) para analisis lipidomico obtenidos mediante LC-MS ESI-
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2.2.2. Analisis multivariante mediante analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLSDA)
Las caracteristicas de los datos lipidomicos obtenidos mediante LC-MS ESI- pueden observarse con
mayor detalle en la Figura 6. Esta figura proporciona una visualizacion clara de la distribucion de las
muestras en el espacio definido por los cinco primeros componentes principales (PC1, PC2, PC3, PC4
y PC5). Se observa una dispersion de puntos rojos y verdes que representan nuestros dos grupos (HSI
>36 y HSI < 36). Aunque existe cierto grado de solapamiento entre estas clases, se puede apreciar una
ligera tendencia de separacion, particularmente a lo largo del eje del Componente 1, que explica el mayor
porcentaje de variabilidad (26,3%).

La distribucion de los puntos indica que, si bien hay diferencias detectables entre los dos grupos en su
perfil lipidomico, también existe variabilidad dentro de cada grupo. Algunos puntos de ambos colores

se encuentran mas dispersos, alejados del nucleo principal de su respectivo grupo, lo que podria indicar

la presencia de muestras atipicas o con caracteristicas particulares dentro de cada clase.




Figura 7. Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) en pacientes con VIH sin
esteatosis hepatica (0) y pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) para andlisis lipidomico
obtenidos mediante LC-MS ESI-
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La representacion tridimensional del PLS-DA lo podemos observar en la Figura 8 esto permitio
visualizar la separacion entre los grupos con HSI alto y bajo en un espaciotridimensional. Se observo
una clara segregacion entre ambos grupos, lo que confirma la diferencia en sus perfiles metabolicos y
refuerza la idea de que la esteatosis hepatica esta asociada a alteraciones metabolicas especificas.

Figura 8. Gréafico sincronizado en 3D del PLS-DA en pacientes con VIH sin esteatosis hepatica (0) y
pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1)
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El analisis de importancia de las variables en la proyeccion (VIP, por sus siglas en inglés) representado
en la Figura 9, permiti6 identificar aquellos metabolitos que ejercen una mayor influencia en la

discriminacion entre los grupos con esteatosis hepatica alta (HSI alto) y baja (HSI bajo) en el modelo

PLS-DA previamente construido. Este analisis, que evalta la contribucion de cada variable a la varianza




explicada por el modelo, reveld que los metabolitos con mayor poder discriminante fueron SM

18:1;02/18:1, PI 18:0_18:2, y PA 34:2.

Figura 9. Grafico de calor los resultados de un analisis VIP (Variable Importance in Projection)
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2.2.3. Diferencias entre grupos mediante analisis univariado (t-test)
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El analisis univariado (t-test) se aplico para evaluar las diferencias en la abundancia de cada metabolito

individual entre los grupos con HSI alto y bajo. La Figura 10 muestra el grafico de dispersion de los

resultados del t-test para cada metabolito, donde se observan 4 metabolitos con diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05) entre ambos grupos: esfingomielina (SM) 18:1;02/18:1,

fosfatidilinositol (PI) 18:0/=18:2, acido fosfatidico (PA) 34:2 y PC 36:4.




Figura 10. Grafico de dispersion que muestra los resultados del analisis univariado t-test aplicado
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Tabla 3. Metabolitos significativos resultantes del t-test

t.stat Valor p -LOG10(p) Valor q
SM 18:1;02/18:1 -3,615 <0,001 3,156 0,034
PI 18:0/18:2 -3,576 <0,001 3,104 0,034
PA 34:2 -3,565 <0,001 3,091 0,034
PC 36:4 -3,393 <0,001 2,867 0,043

El analisis univariado mediante t-test revel6 diferencias significativas en varios lipidos entre los grupos
con y sin esteatosis hepatica. En la Tabla 3, se presentan los metabolitos significativos, donde se
observan valores de p < 0,05 y un valor q ajustado menor a 0,05, lo que indica una fuerte evidencia de
diferencias entre los grupos.

Entre los lipidos significativos, SM 18:1;02/18:1 mostr6 el menor valor de p (<0,001), seguido por los
fosfolipidos PI 18:0/18:2, PA —34:2 y PC 36:4, todos con valores de p menores a 0,001. Ademas, los
valores de -LOG10(p) indican una alta relevancia estadistica de estos metabolitos. Los resultados del

valor q son <0.05 confirmando que las diferencias siguen siendo significativas tras corregir por

multiples comparaciones, lo que refuerza la solidez de estos hallazgos.




2.3. Datos de metabolitos obtenidos mediante LC-MS ESI+

2.3.1. Analisis multivariante mediante analisis de componentes principales (PCA)

En este andlisis, el primer componente principal (PC1) es fundamental para capturar la variabilidad en
el perfil de metabolitos obtenido mediante LC-MS ESI-. Explica un 26,9% de la variabilidad total,
proporcionando una vision general de las principales diferencias entre las muestras. El segundo
componente (PC2) afiade una dimension adicional al analisis, explicando un 10,8% de la variabilidad,
y ayuda a visualizar patrones que no se aprecian en el primer componente (Figura 11).

Luego se introducen mas componentes, PC3, PC4 y PCS5, que afaden dimensiones adicionales y

capturan variabilidad adicional en los datos. PC3 explica un 7,3% de la variabilidad y puede revelar

estructuras adicionales en los datos que no son evidentes en los primeros dos componentes. PC4 y PCS,

que explican 4.9% y 4.3% de la variabilidad respectivamente, proporcionan detalles mas refinados

sobre la estructura de los datos y pueden capturar variabilidad residual que no fue abordada por los

componentes anteriores. Los graficos de PCA que muestran la proyeccion de datos en estos

componentes ayudan a visualizar como se distribuyen las muestras. En el plano formado por PC1 y

PC2, se observa una ligera tendencia a la separacion entre las PWH con esteatosis hepatica (HSI > 36,

puntos verdes) y sin esteatosis hepatica (HSI < 36, puntos rojos), mientras que los planos de PC3 vs.

PC4 y PC4 vs. PC5 proporciona perspectivas adicionales sobre como se agrupan las muestras en

dimensiones adicionales. Las muestras que estan cercanas entre si en estos graficos tienen

caracteristicas similares en su perfil metabolomico.




Figura 11. Analisis de componentes principales (PCA) en pacientes con VIH sin esteatosis hepatica (0)
y pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) para analisis lipidomico obtenidos mediante LC-MS
ESI+
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2.3.2. Analisis multivariante mediante andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLSDA)
Las caracteristicas de los datos metabolomicos obtenidos mediante LC-MS ESI+ pueden observarse con
mayor detalle en la Figura 12. Esta figura proporciona una visualizacion clara de la distribucion de las
muestras en el espacio definido por los cinco primeros componentes discriminantes. Se observa una
dispersion de puntos rojos y verdes que representan nuestros dos grupos (HSI >36 y HSI < 36). Aunque
existe cierto grado de solapamiento entre estas clases, se puede apreciar una ligera tendencia de
separacion, particularmente a lo largo del eje del Componente 1, que explica el mayor porcentaje de
variabilidad (24,6%).

La distribucion de los puntos indica que, si bien hay diferencias detectables entre los dos grupos en su
perfil metabolomico, también existe variabilidad dentro de cada grupo. Algunos puntos de ambos
colores se encuentran mas dispersos, alejados del nucleo principal de su respectivo grupo, lo que podria
indicar la presencia de muestras atipicas o con caracteristicas particulares dentro de cada clase

El analisis PLS-DA aplicado a los datos de LC-MS ESI- (Figura 12) confirm6 la separacion entre los

grupos con HSI alto y bajo. La separacion observada entre los grupos con esteatosis hepatica alta y baja




en este analisis fue similar o incluso ligeramente mayor a la obtenida con los datos de LC-MS ESI+
(Figura 7). La direccion de la separacion a lo largo de los ejes del grafico indica que los componentes
1y 2 del PLS-DA son los que mas contribuyen a la discriminacion entre los grupos.

Figura 12. Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) en pacientes con VIH

sin esteatosis hepatica (0) y pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) para analisis lipidomico
obtenidos mediante LC-MS ESI+
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La representacion tridimensional del PLS-DA con los datos de LC-MS ESI+ en la Figura 13 permitid
visualizar la separacion entre los grupos con HSI alto y bajo en un espacio tridimensional. Se observo
una clara segregacion entre ambos grupos, lo que sugiere la existencia de diferencias en los perfiles

metabolicos y refuerza la idea de que la esteatosis hepatica estd asociada a alteraciones en metabolitos

que se ionizan negativamente.




Figura 13. Gréafico sincronizado en 3D del PLS-DA en pacientes con VIH sin esteatosis hepatica (0) y
pacientes con VIH con esteatosis hepatica (1) para analisis lipiddmico obtenidos mediante LC-MS ESI+
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El analisis VIP (Figura 14) permiti6 identificar los metabolitos que mas contribuyen a la discriminacion
entre los grupos con HSI alto y bajo en el andlisis PLS-DA con los datos de LCMS ESI+. Los
metabolitos con mayor poder discriminante fueron fosfatidiletanolamina (PE) O-18:1/22:6, triglicérido
(TG) 46:4 y SM 18:2;02/18:1. Es importante destacar que estos metabolitos, detectados por LC-MS
ESI+, se caracterizan por su polaridad y capacidad para ionizarse negativamente, y podrian estar
involucrados en posibles vias metabdlicas o procesos biologicos relacionados con la esteatosis hepatica.

Los VIP scores obtenidos del analisis PLS-DA permiten identificar los metabolitos que méas contribuyen

a la separacion entre los grupos con y sin esteatosis hepatica.




Figura 14. Grafico de calor los resultados de un analisis VIP (Variable Importance in Projection) para
analisis lipidomico obtenidos mediante LC-MS ESI+
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2.3.3. Diferencias entre grupos mediante analisis univariado (t-test)

El analisis univariado, mediante la aplicacion del t-test a los datos de LC-MS ESI+ (Figura 15), no
revel6 diferencias estadisticamente significativas en la abundancia de metabolitos individuales entre los
grupos con esteatosis hepatica alta y baja. Este resultado podria sugerir que las alteraciones metabodlicas
asociadas a la esteatosis hepatica en este conjunto de datos podrian estar definidas por sutiles cambios
en multiples metabolitos y no por variaciones significativas en metabolitos individuales.

Figura 15. Gréfico de dispersion que muestra los resultados del analisis univariado t-test aplicado
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DISCUSION

En este estudio transversal multicéntrico se propuso determinar el perfil lipidomico y metabolomico
plasmatico asociado con la presencia de esteatosis hepatica en personas con VIH (PWH) que habian
logrado la erradicacion del virus de la hepatitis C (VHC). La esteatosis hepatica, caracterizada por la
acumulacion excesiva de grasa en el higado, es una complicacion frecuente en PWH, con una
prevalencia que oscila entre el 20% y el 80% (Lonardo et al., 2020). Aunque la erradicacion del VHC
mejora la funcion hepatica en PWH, no elimina por completo el riesgo de esteatosis hepatica, la cual
puede contribuir a la progresion de la enfermedad hepatica y aumentar el riesgo de fibrosis, cirrosis y
carcinoma hepatocelular. De hecho, un estudio reciente (Maurice et al., 2017) encontr6 una prevalencia
del 35% de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHNA) en pacientes con VIH monoinfectados,
lo que destaca la persistencia del riesgo de enfermedad hepatica grasa incluso en ausencia de VHC.
Para lograr este objetivo, se analizaron muestras de plasma de 52 PWH con fibrosis avanzada o cirrosis
que habian alcanzado una respuesta virologica sostenida (RVS) después del tratamiento anti-VHC. Se
emplearon tres enfoques analiticos complementarios: electroforesis capilar, cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en modo de ionizacion positiva (LC-MS ESI+) y cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en modo de ionizacion negativa (LC-MS ESI-). La decision
de combinar estas técnicas se basa en la premisa de que diferentes plataformas analiticas proporcionan
informaciéon complementaria, aumentando la cobertura del metaboloma y permitiendo una
caracterizacion mas completa de las alteraciones metabdlicas (Dumas et al., 2006). Esta estrategia
combinada proporciona una vision global del perfil metabolomico y lipidomico de los participantes,
permitiendo una caracterizacion mas completa de las alteraciones metabolicas asociadas a la esteatosis
hepatica.

Los resultados de los analisis multivariantes (PCA y PLS-DA) mostraron una ligera tendencia a la
separacion entre los grupos con y sin esteatosis hepatica, tanto en los datos de electroforesis capilar
como en los datos de LC-MS ESI+ y LC-MS ESI-. Esto sugiere que existen diferencias en el perfil
metaboloémico y lipidomico entre ambos grupos, aunque estas diferencias no son muy marcadas. Es

importante destacar que el analisis PCA de los datos LC-MS ESI- explicé un mayor porcentaje de la

varianza en comparacion con el analisis de electroforesis capilar (40.8% vs. 32.1%), lo que indica que
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la técnica LC-MS ESI- aporta informacion adicional sobre las diferencias entre los grupos. Este
hallazgo resalta la importancia de utilizar diferentes plataformas analiticas en estudios metabolomicos
para obtener una vision mas completa de las alteraciones metabolicas.

El analisis PLS-DA, una técnica supervisada que busca maximizar la separacion entre grupos (Barker
& Rayens, 2003), permiti6 identificar los metabolitos y lipidos que mas contribuyen a la discriminacion
entre las PWH con y sin esteatosis hepatica. En los datos de electroforesis capilar, el o-
glicerilfosforilcolina y el acido guanidinosuccinico mostraron los mayores VIP scores, lo que indica su
relevancia en la separacion de los grupos. El oglicerilfosforilcolina es un precursor de la
fosfatidilcolina, un componente importante de las membranas celulares, y alteraciones en su
metabolismo podrian afectar la funcién de las membranas y contribuir al desarrollo de esteatosis
hepatica (Li et al., 2006; van der Veen et al., 2012). Estudios previos han demostrado que la proporcion
de fosfatidilcolina a fosfatidiletanolamina influye en la integridad de la membrana y esta implicada en
el desarrollo de la esteatohepatitis (Li et al., 2006). El 4cido guanidinosuccinico, por otro lado, esta
involucrado en el ciclo de la urea y en el metabolismo de la arginina, y alteraciones en estas vias
metabolicas podrian afectar la funcion hepatica y contribuir a la acumulacion de grasa en el higado.
En los datos de LC-MS ESI-, los lipidos SM 18:1;02/18:1, PI 18:0 18:2, y PA 34:2 fueron los mas
relevantes en la discriminacion entre los grupos. Estos lipidos pertenecen a las clases de esfingolipidos,
fosfatidilinositoles y acidos fosfatidicos, respectivamente. Como se describe en (Wenk, 2010) estas
clases de lipidos juegan un papel crucial en diversos procesos celulares, incluyendo la estructura y
funcién de las membranas celulares, la sefalizacion celular y el metabolismo de lipidos. En los datos
de LC-MS ESI-, los lipidos PE O-18:1/22:6, TG 46:4 y SM 18:2;02/18:1 fueron los que maés
contribuyeron a la discriminacion. Estos lipidos pertenecen a las clases de fosfatidiletanolaminas,
triglicéridos y esfingolipidos, respectivamente, y también estan involucrados en una variedad de
procesos celulares, incluyendo el metabolismo energético, la sefializacion celular y la respuesta
inflamatoria (Harayama & Riezman, 2018).

El analisis univariado (t-test) confirmoé la importancia de algunos de los metabolitos y lipidos

identificados en el PLS-DA. En los datos de LC-MS ESI-, se observaron diferencias significativas en

la abundancia de SM 18:1;02/18:1, PI1 18:0(18:2, PA 34:2 y PC 36:4 entre los grupos con y sin esteatosis
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hepatica. Sin embargo, en los datos de electroforesis capilar y LC-MS ESI+, no se encontraron
diferencias significativas después de la correccion por multiples comparaciones. Es importante tener en
cuenta que la falta de significancia estadistica en el analisis univariado no descarta la relevancia
biologica de los metabolitos identificados en el PLS-DA. Es posible que las alteraciones metabdlicas
asociadas a la esteatosis hepatica en este conjunto de datos estén definidas por sutiles cambios en
multiples metabolitos y no por variaciones significativas en metabolitos individuales.

Los resultados obtenidos en este estudio se alinean con la evidencia previa que describe alteraciones en
el metabolismo lipidico en personas con VIH (PWH) que presentan esteatosis hepatica. (Lonardo et al.,
2020), en su exhaustiva revision de la literatura, concluyen que la esteatosis hepatica en PWH se asocia
a un perfil lipidomico particular. Este perfil se caracteriza por un incremento en los niveles de
triglicéridos, &cidos grasos libres y colesterol total, junto con una disminucién en las concentraciones
de lipoproteinas de alta densidad (HDL). En un estudio similar, (Puri et al;2009) analizaron la firma
lipidémica en individuos con esteatohepatitis no alcohdlica, identificando alteraciones en diversas
clases de lipidos, incluyendo fosfatidilcolinas, esfingomielinas y ceramidas. En conjunto, estos
estudios, junto con los hallazgos del presente trabajo, sugieren que la esteatosis hepatica, tanto en PWH
como en la poblacion general, se asocia a un desequilibrio en el metabolismo lipidico que afecta a
multiples clases de lipidos.

Limitaciones del estudio

Es importante reconocer las limitaciones de nuestro estudio. El tamafio muestral relativamente pequefio
(n=52) limita la capacidad de generalizar los resultados a toda la poblacion de PWH. Si bien este estudio
aporta valiosa informacion sobre las alteraciones metabdlicas en personas con VIH y esteatosis
hepatica, es importante reconocer que el tamafio muestral, aunque significativo, podria ampliarse en
futuras investigaciones para obtener resultados mas generalizables. Ademas, el disefio transversal del
estudio no permite establecer relaciones de causa-efecto entre las alteraciones metabodlicas y la
esteatosis hepatica. Asimismo, este disefio no permite establecer una relacion causal entre las
alteraciones metabolicas observadas y la esteatosis hepatica, lo cual podria ser abordado mediante

estudios longitudinales. Futuros estudios con mayor tamafio muestral y disefio longitudinal son

necesarios para confirmar nuestros hallazgos y determinar la causalidad de las asociaciones observadas.
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También seria interesante incluir en futuros estudios otras variables que podrian estar relacionadas con
la esteatosis hepatica en PWH, como la dieta, el ejercicio fisico y el consumo de alcohol. Es importante
destacar que este estudio no considero la influencia de factores como la dieta, el ejercicio fisico, el
consumo de alcohol y otras comorbilidades, elementos que podrian ser relevantes en el desarrollo de la
enfermedad.

A pesar de estas limitaciones, nuestro estudio proporciona informacion valiosa sobre las alteraciones
metabolicas asociadas a la esteatosis hepatica en PWH después de la erradicacion del VHC. Los
metabolitos y lipidos identificados podrian ser utilizados como biomarcadores para el diagndstico o
pronostico de la esteatosis hepatica en esta poblacion. Finalmente, la complejidad inherente al
metaboloma humano y la variabilidad individual en el metabolismo pueden dificultar la identificacion
de biomarcadores especificos para la esteatosis hepatica, un desafio que la investigacion metabolomica
continta explorando. Ademas, nuestros resultados sugieren que intervenciones dirigidas a corregir las
alteraciones metabolicas, como la modificacion del estilo de vida o el uso de farmacos hipolipemiantes,
podrian ser utiles para prevenir o tratar la esteatosis hepatica en PWH.

CONCLUSIONES

Este estudio transversal multicéntrico ha arrojado luz sobre el complejo panorama metaboélico asociado
a la esteatosis hepatica en personas con VIH que han logrado la erradicacion del VHC. Mas alla de
confirmar la presencia de alteraciones metabolicas en esta poblacion, nuestros resultados sugieren la
existencia de un perfil lipidomico y metabolémico particular, caracterizado por modificaciones
especificas en diversas clases de lipidos y metabolitos. Estos hallazgos, si bien preliminares, abren
prometedoras vias de investigacion en el campo del diagnostico y pronostico de la esteatosis hepatica
en personas con VIH. La posibilidad de utilizar los metabolitos y lipidos identificados como
biomarcadores podria traducirse en herramientas clinicas mas precisas para la deteccion temprana y el
seguimiento de esta condicion. Sin embargo, es crucial reconocer que la naturaleza transversal de este
estudio limita la posibilidad de establecer relaciones causales y que se requieren estudios longitudinales
con mayor tamafio muestral para confirmar estos hallazgos y profundizar en la comprension de los

mecanismos subyacentes a las asociaciones observadas. En tltima instancia, este estudio representa un

paso importante en la busqueda de estrategias mas eficaces para abordar la esteatosis hepatica en

mE d_




personas con VIH, un desafio creciente en el contexto del envejecimiento de esta poblacion y la

erradicacion del VHC.
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