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RESUMEN

Las personas que viven con el VIH (PVVIH) tienen un mayor riesgo de desarrollo
de enfermedad aterosclerotica que la poblacion general. Aunque los mecanismos por
los que esto ocurre todavia no han sido definitivamente identificados, se han implicado
los factores de riesgo cardiovascular tradicionales, la toxicidad asociada al tratamiento
antirretroviral y la existencia de un estado pro-inflamatorio crénico asociado a la
replicacion viral persistente y a las coinfecciones por otros microorganismos, entre otros
motivos. El virus herpes humano-8 (VHH-8) es un virus linfotrdpico y vasculotropico
que podria contribuir al aumento de la aterogénesis. Con el fin de conocer la evolucion
de la aterosclerosis subclinica y la contribuciéon del VHH-8 en esta poblacion, se ha
disefiado un estudio longitudinal prospectivo en una cohorte monocéntrica de pacientes
hombres que tienen sexo con hombres (HSH) con infeccion por VIH y carga viral
suprimida. Se ha evaluado la progresion de la aterosclerosis a través del grosor intima-
media carotideo (GIM carotideo o GIMC) medido con ecografia durante un periodo de
8 afios y su relacion con la coinfeccion por VHH-8 y otros posibles factores, incluyendo
los factores tradicionales de riesgo cardiovascular y biomarcadores de inflamacion en

PVVIH para asi identificar los factores asociados a su progresion.
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SUMMARY

People living with HIV (PLWH) have a higher risk of developing atherosclerotic
disease than the general population. Although the mechanisms by which this occurs
have not yet been definitively identified, the traditional cardiovascular risk factors,
the toxicity associated with antiretroviral treatment, the existence of a chronic pro-
inflammatory state associated with persistent viral replication and to coinfections by
other microorganisms, among other causes have been implicated. Human herpesvirus 8
(HHV-8) is a lymphotropic and vasculotropic herpesvirus with potential pro-atherogenic
effects. In order to know the evolution of subclinical atherosclerosis and the contribution
of coinfection by VHH-8 in this population, a prospective longitudinal study has been
designed in a monocentric cohort of patients living with HIV including men who have
sex with men (MSM). We evaluated the progression of atherosclerosis through the
carotid intima-media thickness (carotid IMT or CIMT) measured with ultrasound over
a period of 8 years. We analised the relatioship among CIMT and VHH-8 coinfection
and other factors, including traditional cardiovascular risk factors and infammatory
biomarkers in virologically suppressed people living with HIV (PLWH) to identify the

factors associated with the progression of CIMT.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los eventos no sida en las personas con virus de la inmunodeficiencia

humana

La situacion de las personas que viven con el VIH (PVVIH) ha sufrido numerosos
cambios respecto a los primeros casos descritos de Sindrome de Inmunodeficiencia

adquirida (sida) y el descubrimiento del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Con la introduccion de la terapia antirretroviral (TAR) combinada se han
reducido drasticamente las complicaciones oportunistas asociadas directamente con la
inmunodeficiencia y, consecuentemente, la mortalidad de las PVVIH. En los ultimos
afnos, en los paises desarrollados, la morbilidad y la mortalidad por los denominados
eventos no sida (ENOS), no atribuibles directamente a la inmunodeficiencia, como la
patologia cardiovascular, ha comenzado a sobrepasar a la de los eventos relacionados

con el sida como las infecciones y tumores de caracter oportunista (1-4).

Por otro lado, como varias publicaciones se han encargado de remarcar, la
incidencia de eventos vasculares en las PVVIH es més elevada que en las personas que
no viven con la infeccion, independientemente de los factores de riesgo tradicionales, lo
que ha hecho que actualmente se contemple la infeccion por el VIH como un factor de

riesgo cardiovascular en si mismo (1,5-9).

1.2. El grosor intima-media carotideo y el paciente con VIH

Se han propuesto algunos marcadores subrogados con la intencion de valorar
la patologia vascular preclinica en las PVVIH. Uno de los marcadores mas utilizados
para valorar la ateromatosis asintomatica es el grosor intima-media carotideo (GIMC)
o intima-media thickness (IMT). El GIMC se mide mediante ecografia, y su objetivo
es valorar de manera indirecta y mediante el estudio por la imagen la aterosclerosis o

induracion arterial producida por la placa de ateroma. En las investigaciones donde

Contribucion del virus herpes humano 8 a la progresion del grosor intima-media carotideo en las personas que viven con VIH 29
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se ha analizado el GIMC se ha descrito la asociacion con el riesgo de desarrollar
futuros eventos cardiovasculares en la poblacion general (10,11). Ademas, en numerosos
estudios también se ha descrito una mayor prevalencia de aterosclerosis subclinica en los
pacientes que tienen infeccion por VIH que en la poblacion no infectada (3,11-17) y una

mayor progresion del GIMC, sobre todo, a nivel de la bifurcacion de la cardtida (14).

1.3. La inflamacion cronica como causa subyacente de los eventos no

sida

En la morbimortalidad de las PVVIH también influyen procesos que no estarian
de inicio relacionados directamente con la infeccion por el VIH (Figura 1). Algunas de
estas patologias serian las enfermedades cardiovasculares, renales, dseas y neoplésicas

entre otras (18).

En comparacion con la poblacion general, las PVVIH tienen un mayor riesgo de
eventos cardiovasculares que se ha relacionado con diferentes causas, ademas de con los
factores de riesgo cardiovascular tradicionales, como la TAR y la inflamacién crénica
asociada al VIH y la activacion inmunitaria (19). Se ha sugerido que la presencia de un
estado inflamatorio persistente puede ser un mecanismo central en la patogénesis de la
enfermedad por el VIH. La inflamacién residual contribuiria al desarrollo de algunas
de estas complicaciones a pesar incluso de un TAR eficaz en el que no se detecte carga
viral en sangre (18,19). Desde hace afios se considera que la inflamacion y la activacion

inmune sostenida estan involucradas en la patogénesis de la aterosclerosis (20).
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Figura 1: Eventos sida y no sida en los pacientes infectados por VIH (adaptada de Gutiérrez, F)
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1.4. Las coinfecciones y su influencia sobre los eventos no sida

La coinfeccidon por otros patégenos es uno de los mecanismos sugeridos que
pueden contribuir a esta inflamacion residual. La coinfeccion con virus de la familia
herpesviridae es muy prevalente entre las PVVIH. Esta familia de virus ha estado
particularmente implicada en la patogénesis de la aterosclerosis (21). De hecho, algunos
de sus miembros, incluidos el citomegalovirus (CMV), el virus del herpes simple tipo
2 (VHS-2) y el virus varicela-zoster (VVZ), se han relacionado con la aterosclerosis

subclinica en las PVVIH en estudios transversales (22-25).

Se ha sugerido que el VVZ podria estar asociado a un mayor riesgo de enfermedad
arterial periférica (26) y de sindrome coronario agudo (27). Se ha descrito también una
mayor prevalencia aterosclerosis subclinica estimada mediante GIMC, que se ha asociado
a la presencia de inmunoglobulina G del VVZ y a las concentraciones de marcadores
inflamatorios en un estudio transversal en PVVIH (28). Lo cierto es que hasta la fecha,
solo el CMYV, a través de la induccion de células T especificas del CMV, ha demostrado
en estudios longitudinales estar asociado con la progresion de la aterosclerosis en las
PVVIH (24). Otras coinfecciones como el virus de la hepatitis C (VHC) podrian estar
también asociadas con un incremento del riesgo de aterosclerosis pero la influencia sobre

el GIMC es controvertida (29).

Por ultimo, también se ha planteado que la coinfeccion con virus herpes humano
8 (VHH-8) podria estar involucrada en la aterogénesis (30) sobre todo en los pacientes
infectados por VIH (22); esto podria deberse a la capacidad de las células endoteliales
vasculares infectadas con VHH-8 para inducir la expresion de factores de crecimiento
que causan la angiogénesis, la proliferacion de células endoteliales, el incremento de la

permeabilidad vascular y la produccién de citoquinas (31).

Los datos que estarian a favor de esta hipotesis provendrian de un andlisis
retrospectivo de informes post mortem que describen una mayor frecuencia de lesiones

ateromatosas macroscopicas en pacientes con sarcoma de Kaposi (SK) (32).
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Mais recientemente también se ha relacionado la coinfeccion con VHH-8
con un aumento de la inflamacion y la activaciéon inmune en las PVVIH suprimidas

virologicamente, hecho que podria acelerar la aterosclerosis (22).

1.5. El virus herpes humano 8

En el afio 1981 se comenzaron a detectar en Los Angeles y Nueva York casos
de SK altamente diseminado y el analisis de los tejidos reveld un nuevo virus que se
identificd en 1994 y al que se llamo virus herpes humano asociado al sarcoma de Kaposi
(VHSK), ahora conocido como el VHH-8 (31,33). El VHH-8 pertenece a la familia
herpesviridae y a la subfamilia gammaherpesviridae a la que también pertenece el virus
de Epstein-Barr (VEB). Es el tinico miembro de género rhadinovirus que se sabe que

infecta a los humanos (31).

Desde su descubrimiento inicial, el VHH-8 ha sido sometido a una intensa
investigacion y la infeccion que provoca se ha relacionado con la patogenia diversas
enfermedades, tanto neoplasicas como no neoplasicas. Hoy se sabe que el VHH-8 es un
patogeno de transmision sexual altamente prevalente entre hombres que tienen sexo con
hombres (HSH) (31,33) aunque también se han descrito rutas de transmision adicionales

por saliva, infeccion durante la infancia y por transfusion sanguinea (34,35).

Se caracteriza por ser un herpesvirus linfotrépico y vasculotrépico. Es el agente
etiologico infeccioso del linfoma primario de cavidades (PEL), la enfermedad de
Castleman en su variante multicéntrica (ECM), ademas de estar asociado a todas las

formas de SK (Tabla 1) (31,33).

Se ha especulado que puede existir una asociacion entre la infeccion por VHH-8
y diversos trastornos inflamatorios tales como sarcoidosis, lupus eritematoso sistémico,
pénfigo y linfadenopatia de Kikuchi, asi como con el mieloma multiple y sindromes de
aplasia medular (31). En el caso de los pacientes infectados por VIH se ha planteado

también el vinculo con la hipertension pulmonar (36).
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Tabla 1: Algunas enfermedades relacionadas con los gammaherpesvirus: virus herpes humano 8 y

virus de Epstein-Barr (31)

Patologias VHH-8 VEB
SK + -
ECM + -
PEL + +
PEL extracavitario + +
Trastorno linfoproliferativo germinotropico + +
Linfoma de célula grande a partir de VHH-8 asociado a ECM + -

ECM, Enfermedad de Castleman multicéntrica; PEL, linfoma primario de cavidades; SK, sarcoma de
Kaposi; VEB, virus de Epstein-Barr; VHH-8, virus herpes humano 8.

1.5.1. Prevalencia de infeccion por el virus herpes humano 8

En cuanto a la seroprevalencia de la infeccion por VHH-8 puede variar de
manera amplia segun varios factores, como la distribucion geografica, edad y grupos

conductuales.

La mayoria de los estudios realizados han documentado una mayor prevalencia
en PVVIH pero la infeccion por VHH-8 también ocurre en personas seronegativas para
el VIH, sobre todo en los que tienen algiin otro tipo de deficiencia inmunitaria, ya sea
un tratamiento inmunosupresor o bien la inmunosenescencia relacionada con la edad
(31). En América del Norte y Europa la prevalencia ha oscilado entre entre el 1% a y
el 25 % dependiendo de las caracteristicas de la poblacion estudiada; en la mayoria de
los estudios realizados en la poblacion general esta por debajo del 4% y es mas elevada
en los HSH. Por otro lado, en Africa subsahariana se han descrito prevalencias de
hasta el 80 % (31,37). En la poblacién general, la seroprevalencia por VHH-8 tiende a
aumentar a lo largo de la vida a partir de los 30 afos de edad y suele ser mas alta en

HSH, trabajadores del sexo, y usuarios de drogas por via parenteral (UDVP). (31,33).
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Se ha demostrado una correlacion entre una mayor seroprevalencia del VHH-8 y

un mayor riesgo de SK entre HSH (37).

Con el objetivo de estimar la prevalencia media en los diferentes subgrupos, se
han realizado revisiones sistematicas en las que se sintetizan los datos de diferentes
estudios de seroprevalencia del VHH-8 tanto a nivel global, dependiendo del sexo y en

HSH. (Tabla 2) (33,37,38).

Tabla 2: Metaandlisis que han estudiado la prevalencia del virus herpes humano 8

. Poblacion general HSH e[ (ng —
Factores de riesgo VS mujer
37) (33) (38)

OR (IC 95 %)

HSH 3,95 (2,92-5,35)
Hemofilia 3,11 (1,19-8,11)
Infancia 2,45 (1,58-3,81) 0.90 (0.72-1.13)

Mujeres embarazadas

1,68 (1,15-2,47)

UDVP

1,66 (1,28-2,14)

1,44 (0,06-32.47)

Conducta sexual alto riesgo

1,66 (1,28-2,14)

1,5 (1,17-1,92)

Conducta sexual bajo riesgo

1,42 (1,27-2,17)

VIH

1,99 (1,70-2,34)

3,7 (2,93-4,67)

Enfermedad de transmision sexual

2,32 (1,82-2,97)

Parejas sexuales multiples

1,62 (0,95-2,72)

Raza negra (estudio fuera de Africa)

1.4, (0.94-2.12)

Africa subsahariana

1.21 (1.09-1.34)

Hombres no africanos

0.94 (0.83-1.06)

HSH, hombres que tienen sexo con hombres; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana; UDVP, usuarios

de drogas por via parenteral.
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1.5.1.1. El virus herpes humano 8 en la poblacion general incluyendo PVVIH y VIH

negativos

Rohner et al. (37) publicaron en 2016 un metaanalisis para intentar determinar
la seroprevalencia por infeccion VHH-8 en la poblacion general. Para ello se estudiaron
diferencias en poblaciones tanto de sujetos VIH positivos como negativos, realizando
una revision de la literatura hasta 2012. Se incluyeron finalmente 93 estudios con
58,357 participantes de 32 paises en Africa subsahariana, América del Norte y del Sur,
Europa, Asia y Australia. Las conclusiones del estudio fueron que en general las PVVIH
tenian mas probabilidad de ser seropositivas para el VHH-8 que los VIH negativos en
todos los grupos analizados (OR 1,99, IC 95% 1.70-2.34), aunque reconocieron una
heterogeneidad considerable entre los estudios (12 84%). La seropositividad del VHH-8
que fue mayor en los siguientes grupos: HSH (OR 3.95, IC 95% 2.92-5.35), pacientes
con hemofilia (OR 3.11, IC 95% 1.19-8.11) y nifios (OR 2.45, IC 95% 1.58 -3.81). La
asociacion fue también positiva pero mas débil en adultos heterosexuales con conductas
sexuales de bajo riesgo (OR 1.42, IC 95% 1.16-1.74), de alto riesgo (OR 1.66, IC del
95% 1.27-2.17), UDVP (OR 1.66, IC del 95%: 1,28 a 2,14); y mujeres embarazadas (OR
1,68, IC del 95%: 1,15 a 2,47).

1.5.1.2. El virus herpes humano 8 en los hombres que tienen sexo con hombres

En el estudio de Liu et al. de 2016 (33) se realizd6 un metaanalisis que recogid
54 estudios internacionales sobre las caracteristicas epidemiologicas del VHH-8 entre
los HSH publicados entre 1995 y 2012. Los autores estimaron una seroprevalencia

combinada del VHH-8 en HSH del 33% (IC del 95%: 29,2% -37,1%).

Los factores que se asociaron de manera significativa a la infecciéon por VHH-8
fueron: la infeccion por VIH (OR 3.70, IC 95% 2.93-4.67), el diagnostico de enfermedades
de transmision sexual (OR 2.32, IC 95% 1.82-2.97), los comportamientos sexuales de
alto riesgo (OR 1.50, IC 95% 1.17-1.92) y, con una significaciéon menor para la raza negra

de paises no africanos (OR 1.44, IC 95% 0.94-2.12) y las parejas sexuales multiples (OR
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1.61, IC 95% 0.95-2.72. No se encontrd asociacion significativa entre UDVP y VHH-8
(OR 1.44, IC 95% 0.06-32.47).

Los autores destacaron que, desde el punto de vista geografico, las poblaciones
de HSH que mostraron una alta seroprevalencia fueron las de paises latinoamericanos,
y también las del sur de Europa en comparacion con otros paises europeos. No se
encontraron datos en HSH de paises de la Africa subsahariana, pese a la alta prevalencia
de VHH-8 y de SK en dichos paises, de forma que las estimaciones en personas de
raza negra fueron derivadas de estudios realizados en paises no africanos. Los autores
atribuyeron esta falta de datos a la ilegalidad de las relaciones sexuales entre hombres
en la mayoria de estos paises. Las principales conclusiones del estudio fueron la alta
prevalencia del VHH-8 entre los HSH y que los comportamientos sexuales de alto riesgo
pueden facilitar la transmision del virus, siendo por tanto una situacién de especial

relevancia para la salud publica sobre todo en el contexto de coinfeccion con el VIH.

Los HSH pueden ser, por tanto, un grupo clave que debe recibir una atencion

especifica a la hora de vigilar la infeccion por VHH-8.

1.5.1.3. El virus herpes humano 8 en el hombre respecto a la mujer

Begré et al. (38) realizaron una revision sistematica para examinar la asociacion
entre la seropositividad HHV-8 y el género (hombre o mujer) en la poblacion general.
Se incluyeron 22 estudios, con 36,175 participantes publicados de 1994 a 2015. Se
excluyeron los estudios en poblaciones seleccionadas como donantes de sangre, personas

con VIH, hospitalizados, HSH, trasplante de 6rgano sélido.

Los hombres del Africa subsahariana (OR 1.21, IC del 95%, CI 1.09-1.34), pero
no los hombres de otros lugares (OR 0.94, IC 95% 0.83-1.06), tenian mas probabilidades
de ser seropositivos para VHH-8 que las mujeres. No se hallaron diferencias en la
seroprevalencia de HHV-8 entre nifios y nifias africanas (OR 0.90, IC 95% 0.72-1.13).

Una mayor seroprevalencia de HHV-8 en hombres que en mujeres en Africa subsahariana
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puede explicar parcialmente por qué los hombres tienen un mayor riesgo de SK en esta

region.

Al igual que en el estudio de Liu et al. (33) los autores sefialaron que unicamente
dos estudios procedentes del Africa subsahariana informaron de la proporcién de HSH
y que, probablemente debido al estigma asociado a la homosexualidad, los datos sobre
la orientacidon sexual pueden no ser suficientemente fiables, no pudiéndose excluir que
los HSH puedan haber contribuido a una mayor seroprevalencia de HHV-8 en hombres

en comparacion con las mujeres en el Africa subsahariana.

1.5.2. Patogenia del virus herpes humano 8

Se ha aislado material genético del virus en diferentes proporciones tanto en
muestras de saliva y epitelio orofaringeo, como en semen y sangre (31,39). El VHH-8
necesita contacto directo para transmitirse, la infeccién primaria ocurre probablemente a
través de la saliva entre personas que tienen un contacto estrecho (39,40). La transmision
por saliva parece ser un mecanismo importante a nivel general y en el Africa subsahariana
(40), donde se ha descrito transmision primaria entre madre e hijo y entre hermanos
(31,37,41) y que podria ser, en parte, debido a la premasticacion de la comida (42). En
poblaciones como los HSH la seropositividad para el VHH-8 se ha relacionado con los
patrones de conducta sexual incluyendo el numero de parejas (37) y se han descrito
mecanismos de transmision como el contacto orogenital, oroanal, o el uso de saliva
como método de lubricacion (42). Se ha descrito también la transmision por via hematica
y en transplantados pero parece ser poco frecuente a pesar de aislarse material virico en

componentes hematicos y células endoteliales (31,37,39,41).

En la infeccion por VHH-8 se producen fases de latencia intracelular y fases de
lisis celular propiciadas por proteinas que se codifican en su ADN. Las células B, las
células endoteliales y las epiteliales pueden funcionar como reservorios naturales en la
fase de latencia (31,40). Tras infectar a la célula el VHH-8 entra en fase de latencia,

con una expresion de sus genes muy limitada, entre ellos LANA-1 (antigeno nuclear de
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latencia 1) y VFLIP (proteina viral inhibitoria FLICE) que ayudarén a evitar la apoptosis
celular, por el contrario en la fase de lisis celular se activan todos los genes del virus
(40). En el caso del SK, la mayoria de las células contienen material virico en fase de
latencia y es en la fase de lisis celular cuando los viriones se desligaran de la superficie
de la mucosa. Para que se produzca esta reactivacion serd necesaria la presencia de

interferébn gamma (31).

Aunque la infectividad del VHH-8 es muy baja puede incrementarse si se
produce coinfeccion con VIH y/o VEB, este hecho se explica porque se ha descrito que
unicamente la presencia de coinfeccion por VHH-8 puede no ser suficiente para causar
la el SK y, ademas, en PVVIH se ha observado una mayor replicacion de viriones del
VHH-8 al mismo tiempo que se observaba una disminucion progresiva en el numero de

células T (31).

Se ha propuesto que el propio VHH-8 podria contribuir a fomentar un ambiente
inflamatorio del cudl podria beneficiarse. Varias observaciones clinicas y evidencias
histologicas y experimentales sugieren que la reactivacion del VHH-8 va acompanada
de procesos inflamatorios y que estos pueden favorecer su accion patogena (39,43).
Un ejemplo de esto podria ser la aparicion de lesiones compatibles con SK tiempo
después de iniciar un TAR como parte de un sindrome de reconstituciéon immune o como
consecuencia del fendmeno de Koebner tras un dafio tisular, quirirgico o traumatico
en PVVIH sugiriendo que la inflamacién o reparacion de la herida puede favorecer el
desarrollo del VHH-8 (39,43). Se ha descrito también, que lo pacientes con infeccion
por el VIH tienen un mayor riesgo de presentar SK que los pacientes transplantados, que
también se encontrarian en un estado de inmunosupresion, lo que podria indicar que la
inflamacion crénica que se observa frecuentemente en pacientes con VIH podria ser un

factor contribuyente (43).

En las biopsias de las lesiones del SK se observan habitualmente infiltrados
inflamatorios celulares formados por monocitos, eosindfilos y células plasmaticas
(39,43). Ademas, cuando se infectan cultivos de células endoteliales con VHH-8 se

produce expresion de citoquinas inflamatorias, angiogénicas como IL6, IL8, IL1R, IL16,
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interferén 12 (IL28A), IL15, y por otro lado, se sabe que el VHH-8 codifica un homologo
de IL6 (denominada interleucina viral 6, vIL6) y homdlogos de las tres quimioquinas
virales vCCL (ligando de quimioquina CC viral) 1, 2 y 3 (39,43). Asimismo, se ha
documentado una correlacion significativa entre las concentraciones de la carga viral del
VHH-8 en los linfocitos B de sangre periférica y en los monocitos, y los niveles de IL-6
e interferon producidos por las células TH1 (39,43). Curiosamente, la IL-6 producida por
las células TH1 es un factor de crecimiento de células B, cuyo aumento ha sido asociado

a engrosamiento del GIMC y a mortalidad cardiovascular en pacientes con VIH (44).

Como ya se ha mencionado, el VHH-8 produce vIL-6, un homologo de la IL-6,
cuya expresion se ha detectado en algunas células infectadas en lesiones de SK. Se cree
que la vIL-6 estimula la diferenciacion de células B a células plasmaticas, pudiendo
estar involucrada en la patogénesis de las enfermedades linfoproliferativas relacionadas
con el VHH-8 (31,39,43). Ademas, VvIL,6 produce diferenciacion linfatica en las células
endoteliales vasculares que estan infectadas, probablemente a través de la activacion de
STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 3), lo cual se ha observado
en el PEL , en el que se produce proliferacion celular continua y en la ECM, donde la
sobreproducciéon de vL-6 en suero se ha relacionado con muchos sintomas sistémicos y

la hipergammaglobulinemia (31,39).

En los procesos inflamatorios estimulados por el VHH-8 también se ha implicado
al mediador de inflamacion celular ciclooxigenasa 2 (COX-2). El incremento de COX-2
esta promovido por las proteinas virales VFLIP y K15, entre otras. Se ha descrito también
la sobreexpresion de COX-2 en muestras de tejido de SK y células endoteliales infectadas
por el VHH-8. En las células endoteliales al incrementarse la expresion de COX-2, se
favorece la secrecion de quimioquinas que modifican la migraciéon de leucocitos y el
trafico de factores proangiogénicos como VEGF. El aumento de COX-2 también propicia

la activacion del VHH-8 en células endoteliales y aumenta su invasividad (31,39.,43).
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1.5.3. Diagnostico de laboratorio del virus herpes humano 8

Las pruebas serologicas que se emplean habitualmente son el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), la inmunofluorescencia indirecta (IFA) y el
Western blot, que detectan la expresion de las proteinas de la capside del VHH-8, orf65
y orfK8.1. La sensibilidad de estas técnicas varia segun el estudio y se ha sefialado su
dependencia de la expresion del VHH-8 segtin la fase del ciclo viral en que se encuentre
(31). Los autores de un estudio con PVVIH y con SK propusieron combinar la deteccion
de proteinas propias de la fase de lisis y latencia tras alcanzar una sensibilidad de hasta
un 93% (45). La especifidad de las técnicas seroldgicas puede afectarse por fendmenos
de reactividad cruzada producidos principalmente por los anticuerpos para el VEB, los

cudles reaccionan con la proteina producida por el gen Orf25 (31).

Para detectar y confirmar la infeccion VHH-8 directamente sobre el tejido afectado
(p-ej. para diagnoéstico de SK y de los linfomas relacionados con VHH-8, pueden usarse
la inmunohistoquimica o bien técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Las técnicas basadas en PCR para detectar ADN de VHH-8 en sangre periférica, aunque
son muy especificas, tienen como limitacion que, sobre todo en la fase latente viral,
pueden tener sensibilidades menores al 50%, por lo que su precision diagnostica es

inferior a la de la serologia (31).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La activacion inmune cronica y la inflamacidon son importantes
factores implicados en la patogénesis de la aterosclerosis. A pesar del TAR
eficaz, existe inflamacion residual persistente en PVVIH, y la infeccion con co-
patdgenos es uno de los mecanismos que podrian contribuir a ello. Los herpesvirus son
altamente prevalentes entre las PVVIH. Esta familia de virus ha estado
particularmente implicada en la patogénesis de la aterosclerosis. Algunos de sus
miembros, incluidos el CMV, el VHS-2 y el VVZ, se han relacionado con la
aterosclerosis subclinica en las PVVIH, principalmente en estudios transversales.
Entre ellos, el VHH-8 es un candidato interesante como posible implicado en
la patogénesis de la aterosclerosis en las PVVIH ya que VHH-8 es un virus
prevalente entre HSH, especialmente en aquellos infectados por VIH. Es un virus
linfotrépico y vasculotropico vinculado con el SK, y posiblemente con
hipertension pulmonar en PVVIH. Debido a la capacidad de las células
endoteliales vasculares infectadas por VHH-8 para inducir la expresion de
factores de crecimiento que causan angiogénesis, proliferacion de células
endoteliales, aumento de permeabilidad vascular y produccién de citoquinas, se ha
sugerido que el VHH-8 podria estar involucrado en la aterogénesis, pero los datos
son muy limitados. Ademads, la coinfeccion por VHH-8 se ha asociado con una
mayor inflamacién y activacion inmune en PVVIH suprimidas virologicamente. La
infeccion por este virus podria asociarse a una mayor progresion de la arteriosclerosis

subclinica medida por el GIMC.
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3. HIPOTESIS

La coinfeccion por virus del grupo herpesvirus, como el VHH-8, en PVVIH

podria contribuir a la progresion de la arteriosclerosis.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Explorar la relacion de la coinfeccion por el VHH-8 con la progresion de la
aterosclerosis subclinica mediante la evaluacion longitudinal del GIMC en una cohorte

de PVVIH suprimidas virolégicamente.

4.2. Objetivos especificos

1) Evaluar las diferencias en la progresion de la aterosclerosis medida por GIMC

en PVVIH coinfectadas y no coinfectadas por el VHH-8.

2) Analizar la relacion de los factores de riesgo cardiovascular tradicionales con

la progresion del GIMC.

3) Analizar la relacion de la inflamaciéon medida por el biomarcador sérico

“proteina C reactiva” ultrasensible con la progresion del GIMC.

4) Estudiar la relacion de los factores inmuno-viroldgicos asociados a la infeccion

por VIH con la progresion del GIMC.

5) Estimar la progresion de la aterosclerosis a través del GIMC en un periodo de

8 afios en PVVIH virolégicamente suprimidas.
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5. METODOLOGIA

5.1. Diseno del estudio

Estudio longitudinal en una cohorte de base hospitalaria que se ha desarrollado

durante un periodo de 8 anos.

5.2. Poblacion del estudio

El estudio se realizo en la cohorte de PVVIH adultas atendidas en las consultas
externas de la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario de Elche
(HGUE), perteneciente al Departamento de Salud de Elche — Hospital General. El
Hospital da cobertura asistencial a todo el departamento sanitario que engloba los

municipios de Elche y Santa Pola con una poblacion global de 163.576 habitantes.

Todos los pacientes fueron HSH que estaban infectados por VIH. Todos los pacien-
tes con estas caracteristicas que se encontraban en seguimiento en las consultas externas
eran candidatos a ser incluidos en el estudio debido a su mayor riesgo de infeccion por
VHH-8, por lo que les invitd de manera consecutiva a participar en la investigacion a me-

dida que eran atendidos, y se les realizaron mediciones ecograficas periddicas del GIMC.

Los pacientes que se perdieron durante el seguimiento y unicamente pudieron
realizarse una determinacion del GIMC no fueron incluidos finalmente en el estudio
para el que era indispensable disponer de, al menos, dos mediciones ecograficas. Se

excluyeron también los participantes que tenian antecedentes de enfermedad coronaria.

Para evitar el efecto de confusion que pudiera tener la replicacion del VIH, solo se
analizaron los participantes cuya medicion del GIMC coincidia con un estado de supresion
virologica. Esta supresion fue definida como una carga viral <200 copias / ml. Se excluyeron

9 participantes con niveles detectables de ARN del VIH en alguna de las mediciones.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica local (Comité Etico del Hospital
General Universitario de Elche) y todos los sujetos incluidos firmaron un consentimiento
informado.
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5.3. Registro de los datos

Las variables demograficas, clinicas y de laboratorio se recopilaron en la visita

basal, que tuvo lugar entre enero de 2008 y abril de 2012. La ultima medicion de la

GIMC se realizo en octubre de 2016 (Figura 2, Tabla 01 y 02).

Figura 2: Recoleccion de los datos y fases del estudio

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

Adultos HSH infectados por
VIH (> 18 afios)

Supresion virologica previa > 6
meses

Antecedentes de cardiopatia isquémica
Menos de dos mediciones del GIMC

CV no suprimida durante el seguimiento

Visita basal

—  Variables demograficas

Factores de riesgo

— - A = Tratamientos
cardiovascular clasicos
— Estudio microbiologico Coinfecciones
@\l
—
S
(q\]
E — Biomarcadores — PCRUS
C
! —
o0
8 Tratamiento antirretroviral
(q\]
o
=
O .
L% | | Factores relacionados con el Recuento celular de
VIH CD4 y CD8
CV
GIMC
Mediciones periddicas
GIMC P
Pimera medicion GIM
Ultima medicién octubre de
2016

|
<-ms-o.c~»-(msol—<

CV, carga viral del VIH; GIMC, grosor intima-media carotideo, HSH, hombres que tienen sexo con
hombres; PCRUS, proteina C ultrasensible; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana.
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5.4. El grosor intima-media carotideo

La variable dependiente o principal del estudio es la progresion del GIMC
(Tabla 3). Para poder evaluar la progresion de la aterosclerosis subclinica, se realizaron
mediciones sucesivas del GIMC de la arteria cardtida comun y bulbo carotideo con
ecografia de alta resolucion en modo B. La medicion ecografica se realizo utilizando
un protocolo estandarizado que ya se ha descrito previamente (46). Se tomaron tres
medidas de las porciones derecha e izquierda de cardtida comtn y el bulbo en la pared

mas alejada del ecografo (Figura 3).

Tabla 3: Variables dependientes en el estudio

(mm/afio)

B
{ Aparicion de nuevas placas
J

~

‘[ Tasa de progresion del GIMC bulbar

{ Aparicion de nuevos eventos vasculares

J

El GIMC total en las carotidas comunes derecha e izquierda y en los bulbos se
calcul6 con la media de todas las mediciones y se analizé como una variable continua.
Se eligieron los bulbos carotideos para evaluar la progresion de la GIMC debido a las

tasas de progresion mas elevadas descritas en esta ubicacion en las PVVIH (14).

La placa carotidea se defini6 como una medida GIMC que resultara superior a
1,5 mm. Para minimizar la variabilidad, todas las mediciones fueron realizadas por el
mismo operador de forma enmascarada, desconociendo los detalles clinicos del paciente
y de las exploraciones anteriores, en el momento de la realizacion de las pruebas. Las

mediciones de GIMC se realizaron con una frecuencia aproximadamente anual/bianual.

Para evaluar si los pacientes del estudio desarrollaban nuevas placas durante
el seguimiento, calculamos una nueva variable que definimos como empeoramiento
o incremento de la placa. Esta variable tomo el valor 1 cuando se produjo un cambio

respecto a su situacion basal, es decir, se produjo la aparicion de una nueva medida del
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GIMC> 1,5 mm en un paciente sin placa previa o en una nueva localizacion si ya tenia
una placa previamente. Si el paciente se mantenia sin cambios respecto al estado basal,
es decir, no desarrollaba ninguna nueva placa, independientemente del estado basal, el
valor de la variable se mantendria como 0. Por tanto, podrian darse situaciones como las
siguientes: a) el paciente pasa de cero a una placa, o de una a dos (valor 1); b) el paciente
se mantiene sin placas durante el estudio o mantiene su placa inicial sin incrementar el

numero de las mismas (valor 0).

Figura 3: Medida del grosor intima-media carotideo en arteria carotida comun derecha (arriba) y
bulbo izquierdo (abajo)

0.5mm meanT A 0.5mm

BULBO IZQUIERDO

0.7mn Distd A

ACCD, arteria carétida comun derecha.
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Figura 4: Medida del grosor intima-media carotideo en bulbo carotideo izquierdo. Esquema adaptado
de Zocalo, Y (47)

TOSHEA U E.1 HOSPITAL GRAL. D'ELX CAROTIDAS

\ =
\ T

\
\

CCA, arteria cardtida comun; GIMC, grosor intima-media carotideo.
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5.5. Los factores de riesgo cardiovascular clasicos

La hipertension (HTA), la diabetes mellitus 2 y la dislipidemia se definieron
por un diagndstico previo o por una prescripcion actual de terapia farmacologica

correspondiente para cualquiera de estos factores de riesgo (Tabla 4).

Los factores de riesgo cardiovascular se manejaron en las consultas de acuerdo
con un protocolo estdndar: Las cifras objetivo de la tension arterial fueron <140
mmHg para la presion sistdlica y <90 mmHg para la presion arterial diastdlica.
Para los pacientes con diabetes o enfermedad renal, los objetivos fueron <130/80
mmHg. Para lograr los objetivos de la tension arterial, se implementé un protocolo
predefinido, comenzando con modificaciones en el estilo de vida y agregando
secuencialmente los siguientes medicamentos en cada visita: (i) un bloqueador del
receptor de angiotensina; (ii) un diurético tiazidico; y (iii) un bloqueador de canales

de calcio o un bloqueador f.

En pacientes con diabetes mellitus 2 confirmada, el objetivo era reducir el nivel
de hemoglobina Alc a <7%. Para lograr este objetivo, se aplicd un protocolo predefinido

a partir de metformina.

Para el manejo de los lipidos, el objetivo terapéutico para el colesterol LDL fue
<130 mg / dL, iniciando farmacos hipolipemiantes (estatinas) después del fracaso de la

terapia dietética.

En pacientes con triglicéridos muy altos (=500 mg / dL), la primera prioridad
fue la reduccion de triglicéridos con dieta y fenofibrato en primera instancia o bien con
estatinas y/o ezetimiba si no se lograba dicho objetivo. Se recomend¢ la pérdida de peso

y / o ejercicio y a los fumadores el cese del habito tabaquico.
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Tabla 4: Variables independientes o predictoras (I): demograficas y factores de riesgo cardiovascular

Clasicos

Variables demograficas

Edad, afios,

Variable
cuantitativa
continua

Factores de riesgo cardiovascular clasicos

Hipertension arterial

Diagnostico con TA > 140/90 mmHg

Variable cualitativa
categorica

Trg tamiento IECAs, ARAII; betabloqueantes, calcioantagonistas Variable cprta.lltatlva
hipotensor categorica
Disliemia Colesterol total o triglicéridos>200 mg./dl, LDL > 120 mg/ | Variable cualitativa

p dL o HDL <40 mg./d categorica

Tratamiento Uso de estatinas, fibratos. Todos los pacientes han sido Variable cualitativa

hipolipemiante diagnosticados de dislipemia categorica

Diabetes mellitus 2

Glucosa en sangre > 200 mg/dl incidental, > 120 en ayunas
o Hemoglobina glicosilada A1C > 6.5%).

Variable cualitativa
categorica

Habito tabaquico

Fumador activo Si/No

Variable cualitativa
categorica

Variable cualitativa

anatomico, posteriormente entre izquierda y derecha

Exfumadores Abandono del habito tabaquico ..
categorica
. o . L Variable
Escala de riesgo de % de riesgo futuro de padecer episodios de enfermedad o
. o . - ~ cuantitativa
Framingham, %, coronaria (EC) en los siguientes 10 afios .
continua
Variable
PCRUS Proteina C ultrasensible medida en mg/mL cuantitativa
continua
Variables ecograficas
Placa GIMC > 1.5 mm Variable CL’ta.lztatlva
categorica
Se realizaran 3 medidas tanto para la cardtida comun, .
. interna y bulbo de lado izquierdo y derecho. Se realizara Varz'abl.e
Media del GIMC e .. cuantitativa
la media aritmética entra las mediciones en cada lugar continua

ARAII, antagonista del receptor de angiotensina II; GIMC, grosor intima-media carotideo; HDL, high

density lypoprotein;, IECA, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; LDL, low density

lypoprotein;; PCRUS, proteina C reactiva ultrasensible; TA, tension arterial.
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5.6. Estudio microbioldgico y biomarcadores

En la visita inicial, se extrajo a los pacientes una muestra de sangre que se empled
para las pruebas de rutina, los estudios seroldgicos y la medicion de biomarcadores

(Tabla 5).

Los anticuerpos IgG contra la mayoria de los herpesvirus se midieron mediante
kits de prueba ELISA comerciales: FOCUS Diagnostics (Cypress, U.S.A) para VHS-2;
Vircell SL (Espaiia) para el VVZ y Siemens Healthcare Diagnostics (Espafia) para el
CMV. La coinfeccion por VHH-8 se evalud con el ensayo de fluorescencia indirecta
(Advanced Biotechnologies INC, EE. UU.). Esta ultima prueba proporcioné una

determinacion cualitativa, pero no cuantitativa, de anticuerpos IgG.

La infeccion por VHC se defini6 por una serologia positiva mas un ARN del VHC

positivo por reaccion en cadena de la polimerasa.

Los recuentos de células CD4 + y CD8 +, y el ARN del VIH se midieron al inicio

del estudio y cada seis meses a lo largo del periodo de estudio.

PCRUS se midié con un ensayo inmunométrico quimioluminiscente (Immulite

2000, Siemens).
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Factores relacionados con el VIH

Recuento celular CD4, células/ microL

Variable cuantitativa continua

Recuento celular CD8, células/ microL

Variable cuantitativa continua

Carga viral, copias/ml

Variable cuantitativa continua

Duracion de la supresion virologica, afios

Variable cualitativa categorica

Tratamiento con IP

Variable cualitativa categorica

Tratamiento con ITINAN Variable cualitativa categorica
Tratamiento con INSTI Variable cualitativa categorica
Coinfecciones
VHH-8 seropositivo Anticuerpo IgG positivo Variable cualitativa categorica
CMV seropositivo Anticuerpo IgG positivo Variable cualitativa categorica
VHS-2 seropositivo Anticuerpo IgG positivo Variable cualitativa categérica
VVZ seropositivo Anticuerpo IgG positivo Variable cualitativa categorica

Coinfeccion con VHC

Anticuerpos + ARN positivos

Variable cualitativa categorica

ARN, 4cido ribonucleico;, CMV, citomegalovirus; IgG, inmunoglobulina G; INSTI, Inhibidores de la
integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos;
VHC, virus de la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, Herpes simple tipo 2; VVZ, Virus

varicela-zoster.
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5.7. Analisis estadistico
5.7.1. Factores asociados con la coinfeccion por virus herpes humano 8

Para los analisis estadisticos se utilizaron el programa SPSS y R. Las diferencias
en las caracteristicas demograficas y clinicas entre los pacientes con y sin coinfeccion
por VHH-8 se evaluaron mediante chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher para
las variables categoricas, y las pruebas T de Student o U de Mann-Whitney para las
variables continuas. Posteriormente, las variables en las que se observo una asociacion
estadisticamente significativa con la infeccion por el VHH-8 en el andlisis univariante,
se analizaron con un modelo de regresion logistica con variable de respuesta binaria,
en concreto se us6 un modelo lineal general binomial mixto con funcion de enlace

complementario log-log.

5.7.2. La progresion del grosor-intima carotideo

Para evaluar la progresion del GIMC se examind en cada paciente de manera
individual la evolucion del GIMC respecto a las mediciones previas tanto en el bulbo
izquierdo como en el derecho. Se seleccionaron todos los incrementos positivos del
GIMC. Para analizar los factores asociados a la progresion del GIMC se construyd un
modelo lineal general mixto, tomando como efecto aleatorio al paciente como individuo.
Inicialmente se realizaron modelos estadisticos univariantes y una vez completados,
las variables que se asociaron de manera significativa a la progresion del GIMC se

seleccionaron para elaborar los modelos estadisticos multivariantes.

Para realizar el ajuste de los modelos univariantes se incluyeron las variables
relativas a las coinfecciones con virus herpes, los valores de las células CD4
contemporaneos a las medicion del GIMC y la composicion del régimen antirretroviral
debido a su asociacion con enfermedad cardiovascular en PVVIH (23,25,28,48). En
cuanto al recuento celular de CD4 que se incluyeron en los analisis, se seleccionaron
los recuentos que estuvieran lo mas cerca posible de la fecha de medicion del GIMC

poniendo como fecha limite un intervalo de seis meses previos o posteriores. Con el
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objetivo de evitar un sobreajuste en el modelo, se selecciond la puntuacion de riesgo en
la escala de Framingham como una variable resumen que recogiera todos los factores
de riesgo cardiovascular individuales para su inclusion en los modelos para predecir la

progresion del GIMC.

Cuando se produjo alguna pérdida en los datos, la ausencia de los mismos se
manejo a través del analisis de datos completos o listwise deletion. La significacion

estadistica para estos modelos se definié por un valor de P bilateral o de dos colas <0.05.

5.7.3. Aparicion de nuevas placas y eventos cardiovasculares

Las asociaciones entre la coinfeccion por VHH-8 y el riesgo de nuevas placas
en desarrollo y eventos cardiovasculares se examinaron mediante modelos lineales
generalizados utilizando como variable de exposicion u offset el tiempo hasta el desarrollo
del evento o hasta el final del periodo de observacion del estudio. Las variables incluidas
en los analisis fueron el riesgo cardiovascular al inicio del estudio, evaluado por la
puntuacion de riesgo de Framingham, la PCRUS, los factores relacionados con el VIH,

el tipo de tratamiento antirretroviral y la coinfeccion con herpesvirus.

5.7.4. Potencia del estudio.

Con el tamafio de la muestra de nuestro estudio, teniendo en cuenta un error alfa
de 0, 05 y un “tamano del efecto d” de 0,5 tenemos una potencia del estudio (1-f) de

0,88. Con un tamafio del efecto d de 0,2 la potencia del estudio (1-P) seria de 0,3.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas basales y clinicas de los pacientes del estudio

Los datos clinicos iniciales se muestran en la Tabla 6. El estudio incluy6 a 141
participantes que se reclutaron de manera consecutiva y que estaban recibiendo TAR,
permaneciendo asi su carga viral suprimida (ARN del VIH <200 copias / ml) durante al
menos 6 meses antes del estudio y en las mediciones de GIMC que se realizaron durante
el periodo de estudio. La edad media (+ desviacion estandar, SD) de los pacientes del
estudio fue de 46 (+ 13) afos. En cuanto a los datos analiticos y virolégicos la mediana
(Q1-Q3) del recuento de células CD4 fue de 608,5 (391,8-847,5) células / pL y del
recuento de células CDS fue de 690,5 (690,25 — 1446,25) células / pL. La mediana (Q1-
Q3) del tiempo de supresion virologica fue 4,66 (2,70-6,82) anos. La mediana (Q1-Q3)
de la PCRUS fue de 2,16 (1,03-4,55) mg/mL.

Los regimenes antirretrovirales mas frecuentes se basaron en inhibidores de
la proteasa (IP) (38% de los participantes) y en inhibidores de la transcriptasa inversa
no nucledsidos (ITINAN) (31%), y con menor frecuencia inhibidores de la integrasa

(INSTI) (26%).

En cuanto a las coinfecciones, las mas frecuentes fueron VVZ con el 96% y CMV
con el 91%, seguidos de VHS-2 con el 54%. Las coinfecciones menos frecuentes fueron

VHH-8 con el 30,5% y por ultimo VHC con el 10% (Tabla 6 y Figura 5).

Respecto a los factores de riesgo cardiovascular del total de pacientes del
estudio, el 44 % tenian el diagndstico de dislipemia, el 30% eran diabéticos, el 51 % eran
fumadores y el 30% tenian hipertension arterial. La mediana (Q1-Q3) de la puntuacion

de la escala de riesgo de Framingham fue del 7 % (2-3).

Respecto a los parametros ecograficos, se realizé una mediana (Q1-Q3) de 4 (2-
3) mediciones del GIMC, la mediana (Q1-Q3) del GIMC basal al inicio del estudio fue
de 0,89 (0,73-1,19) mm, la mediana (Q1-Q3) del tiempo que pas6 entre mediciones del
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GIMC fue de 1,67 (1,08 — 2,85) afos y el nimero de pacientes con presencia de una

placa al inicio del estudio fue de 40 (28%).

Tabla 6: Caracteristicas basales de los pacientes con virus herpes humano 8

VHH-8 VHH-8
Variable Todos los pacientes seropositivo seronegativo P-valor
N=43 N=98
Edad, afios, media (SD) 46 (13) 49,31(14,74) 44,95 (12,50) 0,090
CD4 recuento celular, cél/ pL 608,50 (391,75-847,50) 605 (383 - 803) 608 (424,50-854,75) 0,675

CDS recuento celular, céU/uL | 989,50 (690,25-1446,25) | 866 (619,50-1144) | 1024,50 (713,50-1574,50) | 0,053

Tratamiento con [P 54 (38) 15 (35) 39 (40) 0,707
Tratamiento con ITINAN 53(31) 20(47) 33 (34) 0,186
Tratamiento con INSTI 36 (26) 10 (23) 26 (27) 0,834
Tratamiento hipotensor 29 (21) 8(19) 21(21) 0,822
Hipertension arterial 42(30) 14 (33) 28 (29) 0,691
Dislipemia 62 (44) 23 (53) 39 (40) 0,144
Tratamiento hipolipemiante 43 (30) 13 (30) 30 (31) >0,999
Diabetes mellitus 2 43(30) 1(10) 42 (31) 0,097
Habito tabaquico 72 (51) 24 (56) 48 (49) 0,471
Exfumadores 19 (14) 5(12) 14 (14) 0,792
Escala de Riesgo de
Framingham, %, 7(2-3) 9 (4,25-15) 6(2-12) 0,053
mediana (Q1-Q3)
Coinfeccion con VHC 14 (10) 1(2) 13 (13) 0,064
VHS-2 seropositivo 76 (54) 34(79) 42 (46) <0,001
VVZ seropositivo 135 (96) 41 (95) 94 (96) >0,999
CMV seropositivo 128 (91) 41 (95) 87 (89) 0,105
PCRUS, mg/mL 2,16 (1,03 - 4,55) 3,77 (1,34-7,31) 1,89 (0,91-3,94) 0,003
GIMC Basal, mm 0,89 (0,73-1,19) 1(0,75-1,29) 0,83 (0,70-1,10) 0,054
Placas carotideas 40 (28) 14 (33) 26 (27) 0,544
Tiempo entre mediciones, afios 1,67 (1,08 - 2,85) 1,60 (1,04- 2,75) 1,70 (1,10- 2,92) 0,430

Duracion de la supresion

. - 4,66 (2,70-6,82) 4,027 (2,61-6,82) 4,791(3,92-6,48) 0,135
virologica, aflos

Las variables continuas estan expresadas como mediana (Q1-Q3), si no se indica otra cosa. Las variables
categoéricas se expresan como porcentaje (%). CMV, citomegalovirus; GIMC, grosor intima-media
carotideo; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleésidos; INSTI, inhibidores de la
integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; SD, desviacion estandar; PCRUS, proteina C reactiva ultrasensible;
VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, herpes simple tipo 2; VVZ, virus varicela-zdster.
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Figura 5: Coinfecciones dentro del total de pacientes del estudio

Coinfeccion por VHH-8 Coinfeccion por CMV

OVHH-8 OVHH-8
seropositivo seronegativo BCMV seropositivo O CMV seronegativo
Coinfeccion por virus VHS-2 Coinfeccion por VVZ
@VHS-2 e s . @VVZ seropositivo  @VVZ seronegativo
seropositivo seronegativo
Coinfeccion VHH-8 y VHS-2 Coinfeccién por VHC

B Coinfeccién VHH-8 y VHS-2 0 Coinfeccién VHH-8 sin VHS-2
@ Coinfeccién VHC B No coinfeccién VHC

En la columna de la izquierda las coinfecciones por: VHH-8; virus herpes humano 8, VHS-2, virus herpes
simple 2. En la columna de la derecha las coinfecciones por: CMV, citomegalovirus; VVZ, virus varicela-
zoster; VHC, virus hepatitis C.
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6.2. Caracteristicas basales y clinicas de los infectados por virus herpes

humano 8

Los datos clinicos de los pacientes infectados por el VHH-8 se muestran en la
Tabla 6. El estudio incluyé a 43 pacientes infectados por el VHH-8, cuya edad media (+
desviacion estandar, SD) fue de 49,31 (+ 14,74) afios y de 44.95 (+ 12,50) afios en los
VHH-8 negativos, p =0,675.

Revisando los parametros analiticos y viroldégicos la mediana (Q1-Q3) del
recuento de células CD4 fue de 605,5 (383-803) células / uL en los pacientes con VHH-8
positivos versus 608 (424,5-854,75) células / uL en los VHH-8 negativos seronegativos,
p=0,675. La mediana (Q1-Q3) del recuento de células CD8 fue menor en los pacientes
VHH-8 positivos con 866 (619,5-1144) células / pL versus 1224,5 (713,5-1574,5) células
/ uL en los VHH-8 negativos, p=0,053. La mediana (Q1-Q3) del tiempo de supresion
virolégica fue similar en ambos grupos, en los VHH-8 positivos fue 4,027 (2,61-6,82)
afos versus los 4,791 (3,92 — 6,48) afios de los VHH-8 negativos, p=0,135. Donde si se
observaron diferencias fue en la mediana (Q1-Q3) de la PCRUS en los pacientes VHH-
8 positivos, que fue mayor con 3,77 (1,34-7,31) mg/dL versus 1,89 (0,91-3,94) mg/dL
en los no coinfectados, p= 0,003. En la Figura 7 puede verse reflejada graficamente esta

relacion.

Los regimenes antirretrovirales mas frecuentes tanto en VHH-8 seropositivos
como seronegativos fueron los basados en ITINAN con un 47% versus el 34%, p=0,086,
y los IP en un 35% versus el 40 %, p=0,707. Con menor frecuencia que los anteriores se

usaron los inhibidores de la integrasa con un 23% versus 27% p=0,834.

Las coinfecciones con otros virus (Tabla 6 y Figura 6) que resultaron mas
frecuentes, y de manera similar en VHH-8 seropositivos y seronegativos fueron el
VVZ (94% versus el 96%, p>0,999) y el CMV (94% versus el 96 %, p= 0,105).
Menos frecuente resultd la coinfeccion con VHS-2 que se observo en mayor medida en
pacientes VHH-8 seropositivos que en los seronegativos: 79% frente a 46%, p<0,001. La

coinfeccidon menos frecuente en ambos grupos fue el VHC y esto resulté mas evidente
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en los VHH-8 seropositivos donde se observé una frecuencia menor que en los pacientes

VHH-8 seronegativos: 2% frente a 13%, p=0,064.

Figura 6: Coinfecciones entre el virus herpes humano 8 con el virus de la hepatitis C, el virus varicela-
zoster y el citomegalovirus

Cointeccion VHH-8 y VHS-2 Cointeccion VHH-8 y CMV
deccion VHELB SIS it G e itk VHH-8 yCMV O Coinfeccién VHH-8 sin CMV
Coinfeccion VHH-8 y VWZ Coinfeccion VHH-8 y VHC

B Coinf n VHH-8 y VVZ O Coinf fHH-8 sin VVZ |Conf n VHH-8 v VHC O Coinfeccién VHH-8 sin VHC

CMYV, citomegalovirus, VHC, virus de la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8, VVZ, virus varicela-

zoster.

Respecto a los factores de riesgo cardiovascular, la mediana (Q1-Q3) de la
puntuacion de la escala de riesgo de Framingham fue mayor en los pacientes VHH-8
seropositivos con 9% (4,25-15) versus 6% (2-12) en los seronegativos, p=0,053. El
diagnostico de diabetes mellitus 2 tendi6 a ser menos frecuente en pacientes VHH- 8

seropositivos que en seronegativos: 10% versus 31%, p=0,097.
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Los factores de riesgo vascular que se observaron con mayor frecuencia y de
manera similar en ambos grupos fueron el habito tabaquico y el diagnostico de dislipemia.
El tabaquismo se observé en el 56% de los VHH-8 seropositivos y en el 49% en los
seronegativos, p= 0,471. La dislipemia tuvo una frecuencia en VHH-8 seropositivos del
53% versus al 40% en los seronegativos p=0,144. En ambos grupos, aproximadamente
un tercio de los pacientes recibi6 tratamiento hipolipemiante, siendo la frecuencia en los
VHH-8 seropositivos de un 30% versus el 31% en VHH-8 serronegativos, p> 0,999. El
diagnostico de hipertension arterial se observo también en aproximadamente un tercio
de los pacientes y de manera similar en ambos grupos: 33% en los VHH-8 seropositivos
vs 28% en VHH-8 negativos, p= 0,691. En ambos grupos un porcentaje parecido de
pacientes recibieron tratamiento hipotensor o antihipertensivo, con un 19% en los VHH-

8 seropositivos y un 21% en los seronegativos, p= 0,822 (Tabla 6).

Respecto a los parametros ecograficos observados en ambos grupos, la mediana
(Q1-Q3) del GIMC basal en los pacientes VHH-8 tendi6 a ser mayor con un 1 (0,75-1,29)
mm versus 0,83 (0,70-1,10) mm en VHH-8 seronegativos, p= 0,054 (Tabla 6). La
mediana (Q1-Q3) del tiempo que pas6é entre mediciones del GIMC de 1,60 (1,04-2,75)
afios versus 1,70 (1,10-2,92), p= 0,430. No se observaron diferencias en la mediana (Q1-
Q3) del tiempo que pasd entre mediciones del GIMC en ambos grupos: 1,60
(1,04-2,75) versus 1,70 (1,10-2,92) afios, p= 0,430. No hubo diferencia en la proporcion de
pacientes con placas carotideas al inicio del estudio entre los pacientes VHH-8

seropositivos y seronegativos: 33% versus 27% respectivamente, p=0,544.

Se explord la asociacion entre el VHH-8 y la PCRUS mediante un modelo
lineal general binomial mixto con enlace clog-log (Tabla 7). Se incluyeron en el analisis
los factores en los que se habia encontrado asociacién con la infeccion por VHH-8
en el modelo univariante (Tabla 6) con el objetivo de valorar su interaccion conjunta.
Los factores que se eligieron para ajustar el modelo fueron la puntuacion de riesgo de
Framingham, la coinfeccion con VHC, el recuento celular de CDS8, la PCRUS y el GIMC
basal. Los resultados mostraron que los individuos coinfectados con VHH-8 continuaron

teniendo niveles significativamente mas altos de PCRUS en el modelo ajustado (OR 1,09
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[IC 95%, 1,02-1,17], p = 0,016. No hubo diferencias significativas en el GIMC basal

después del ajuste entre los participantes infectados por VHH-8 y los no infectados.

Tabla 7: Modelo lineal general binomial mixto con enlace clog-log que muestra los factores asociados

con infeccion por el virus herpes humano 8

Variable OR (IC 95%) p-valor
PCRUS, mg/mL 1,09 (1,02 - 1,17) 0,017
Escala de riesgo de Framingham 1,0 (0,95 - 1,05) 0,901
Coinfeccion con VHC 0,26 (0,01-1,25) 0,188
Recuento celular CDS, cél/uL. 1,0 (1,0-1,0) 0,132
GIMC basal, mm 1,42 (0,70 - 2,68) 0,316

GIMC, grosor intima-media carotideo; PCRUS, proteina C reactiva ultrasensible; VHC, virus de la
hepatitis C.

También se explord la relacion de la PCRUS con la duracion de la supresion
viroldégica mediante una correlacion de Pearson. Hubo una tendencia hacia una PCR
mas baja en pacientes con una supresion mas prolongada, pero la correlacion no fue

estadisticamente significativa (correlacion de Pearson - 0,078; p=0,34) (Figura 8).

Figura 7: Proteina C ultrasensible en los pacientes con infeccion por el virus herpes humano 8

(seropositivo =1, seronegativo =0)

O -
~N
]
v _l Q '
e Q \
'
4 o !
X o 4 " :
O 8 !
o 1 :
i
n — '
o - —_— _—
| [
0 1

PCRUS, proteina C reactiva ultrasensible.
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Figura 8: Proteina C ultrasensible segun el tiempo de supresion virologica
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PCRUS, proteina C reactiva ultrasensible.

6.3. Factores asociados a la progresion del grosor intima-media carotideo

El tiempo medio de seguimiento (Q1-Q3) por paciente fue de 5,07 (4,38-6,03) afios.
Todos los pacientes se sometieron al menos a dos, y 108 (76%) a tres o mas exdmenes
de GIMC. Hubo una tendencia a un GIMC basal mas alto en los pacientes VHH-8
seropositivos que en los seronegativos con una mediana (Q1-Q3) de 1 (0,75-1,29) versus
0,83 (0,70-1,10), p= 0,054 (Tabla 6). La tasa general de progresion del GIMC en el bulbo
fue de +0,027 mm/afio: 0,031 en VHH-8 coinfectados y 0,024 en VHH-8 no infectados
(p=0,872). En la Figura 10 y en la Figura 11 se muestra la mediana de la progresion del

bulbo carotideo segtin el orden de la medicion del GIMC y la edad respectivamente.

Los factores asociados con la progresion de la GIMC en el andlisis univariante se
evaluaron mediante un modelo lineal general mixto (Tabla 8). Los resultados mostraron que
la positividad para la infeccion por VHH-8 (p = 0,046), para la infeccion por VHS-2 (0,049),
la dislipidemia (p = 0,024), el tratamiento hipolipemiante (p = 0,015), la hipertension (p =
0,035), el tratamiento con los fArmacos antihipertensivos (p = 0,026), la puntuacion de ries-
go de Framingham (p = 0,005), los niveles mas altos de PCRUS (p = 0,025) y la presencia

de una placa carotidea (p <0,001) se asociaron con una mayor progresion del GIMC.
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Se ajustdé un modelo multivariante para evaluar los factores independientes
asociados con progresion del GIMC, que incluia seropositividad para VHH-8, VHS-2,
CMV y VVZ, recuentos de células CD4 en la medicion de GIMC, edad, puntuacion
de riesgo de Framingham como variable de resumen que incluye todos los factores de
riesgo cardiovascular, coinfeccion por VHC, tipo de tratamiento antirretroviral y tiempo

transcurrido entre las mediciones GIMC (Figura 9, Tabla 9 A, Tabla 9 B, Tabla 9 C).

El modelo mostr6 que la puntuacion de riesgo de Framingham (p = 0,057) y la
coinfeccion con VHH-8 (p = 0,059), tendieron a tener una asociacion significativa con

una mayor progresion del GIMC (Tabla 9 A).

Se construy6 otro modelo similar al previo, esta vez afiadiendo PCRUS. El modelo
mostré que la PCRUS (p = 0,031) se asoci6é con una mayor progresion de la GIMC, pero
la relacion con la seropositividad del VHH-8 se atenué mucho (p = 0,182) (Tabla 9 B).

Debido a la asociacion que se encontrd previamente de VHH-8 y VHS-2 con la
progresion del GIMC en el andlisis univariante, se desarrollé un tercer modelo con la
particularidad de afadir una variable conjunta, siendo esta la “coinfeccion con VHH-8
+ VHS-2”. El modelo que incluy6 la variable conjunta mostré que la seropositividad de
VHH-8 + VHS-2 (p = 0,028) y la puntuacién de riesgo de Framingham (p = 0,025) se
asociaron significativamente a una mayor progresion del GIMC (Tabla 9 C).

Figura 9: Resumen de los modelos que incluyen virus herpes humano 8 y herpes simple tipo 2:
Factores asociados a la progresion del grosor intima-media carotideo

Incluye variable Incluye variable
Modelos Modelos
univariantes multivariantes
PCRUS VHH-8 + VHS-2
Tabla 9 A
Tabla 6 ;
(—— Tabla9B Si
Tabla 8
Tabla9 C Si

PCRUS, proteina C reactiva ultrasensible; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, virus herpes simple 2.
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Figura 10: Mediana (Q1-03) de la progresion del bulbo segun el orden de medicion del grosor intima-
media carotidea en los pacientes con infeccion del virus herpes humano 8
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El tamafio de circulo en cada medicion indica el nimero de pacientes (n) de esa determinacion (de 1 a 5).
IMT, intima-media thickness o grosor intima-media carotideo

Figura 11: Mediana de la progresion del bulbo segun la edad en los pacientes con infeccion por virus
herpes humano 8 representado con un suavizado del diagrama de dispersion o smoothing
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Tabla 8: Modelo lineal general mixto univariante que muestra factores asociados con la progresion de
grosor intima-media carotideo en el bulbo

Variable Coeficiente p-valor

Recuento celular CD4, cél/uL 0,0000163 0,850
Recuento celular CD8, cél/pL 0,0000193 0,639
Placa carotidea (GIMC>1,5 mm) 0,3361776 <0,001
Lipodistrofia 0,0782997 0,224
Dislipemia 0,1743712 0,001
Tratamiento hipolipemiante 0,1677437 0,004
Hipertension Arterial 0,1130260 0,052
Tratamiento hipotensor 0,1531224 0,016
Diabetes mellitus 2 0.158 0.105
Habito tabaquico -0,0279689 0,616
Exfumador -0,0130822 0,863

Alcohol -0,0679639 0,449

Escala de riesgo de Framingham, % 0,0131646 0,000
PCRUS, mg/mL 0,0086430 0,001
VHH-8 seropositivo 0,1526580 0,009
VHS-2 seropositivo 0,1103244 0,049
VZV seropositivo -0,0342831 0,832
CMV seropositivo 0,0388794 0,658
Coinfeccion con VHC -0,0045131 0,963
Tratamiento con IP 0,0521954 0,366
Tratamiento con INSTI 0,0234031 0,717

CMYV, citomegalovirus; GIMC, grosor intima-media carotideo; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa
inversa no nucleésidos; INSTI, inhibidores de la integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; PCRUS, proteina
C reactiva ultrasensible; VHC, virus de la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, herpes
simple tipo 2; VVZ, virus varicela-zoster.
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Tabla 9 A: Modelo lineal general mixto multivariante ajustado mostrando los factores asociados a la
progresion de grosor intima-media carotideo en el bulbo

Variable Coeficiente (95% CI) p-valor
Tiempo, afios 0,0338 (-0,0089 - 0,0765) 0,118
Escala de riesgo de Framingham, % 0,0090 (-0,0003 - 0,0183) 0,057
Recuento celular CD4, cél/mm? 0,0014 (-0,0077 -0,0106) 0,758
Edad, afios 0,0045 (-0,0003 - 0,0094) 0,066
VHH-8 seropositivo 0,1252 (-0,0048 - 0,2551) 0,059
VHS-2 seropositivo -0,0270 (-0,1626 - 0,1086) 0,693
VZV seropositivo - 0,0942 (-0,4309 - 0,2424) 0,579
CMYV seropositivo -0,0352 (-0,2369 - 0,1664) 0,729
Coinfeccion con VHC 0,0376 (-0,2061 - 0,2813) 0,760
Tratamiento con IP 0,0290 (-0,0907 - 0,1487) 0,632
Tratamiento con INSTI 0,0003 (-0,1329 - 0,1336) 0,996

CMYV, citomegalovirus; GIMC, grosor intima-media carotideo; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa
inversa no nucledsidos; INSTI, inhibidores de la integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; VHC, virus de
la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, herpes simple tipo 2; VVZ, virus varicela-zoster.
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Tabla 9 B: Modelo lineal general mixto multivariante ajustado mostrando los factores asociados a la
progresion de Grosor intima-media carotideo en el bulbo

Variable Coeficiente 95% CI) p-valor
Tiempo, afios 0,0359 (-0,0063- 0,0782) 0,094
Escala de riesgo de Framingham, % 0,0080 (-0,0011 - 0,0170) 0,084
Recuento celular CD4, cél/mm? 0,0010 (-0,0080 - 0,0100) 0,825
Edad, afios 0,0044 (-0,0003 - 0,0091) 0,068
PCRUS, mg/mL 0,0063 (0,0007 - 0,0119) 0,027
VHH-8 seropositivo 0,0869 (-0,0437 - 0,2176) 0,189
VHS-2 seropositivo -0,0340 (-0,1660 - 0,0890) 0,611
VZV seropositivo -0,0719 (-0,4014 - 0,2575) 0,666
CMYV seropositivo -0,0140 (-0,2120 - 0,1840) 0,889
Coinfeccion con VHC 0,040 (-0,1970 - 0,2784) 0,735
Tratamiento con IP 0,0218 (-0,0950 - 0,1385) 0,712
Tratamiento con INSTI 0,0041 (-0,1256 - 0,1338) 0,950

CMYV, citomegalovirus; VHC, virus de la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, Herpes
simple tipo 2; VZV, Virus varicela-zoster; IP, inhibidores de la proteasa; INSTI, Inhibidores de la integrasa;
PCRUS, Proteina C Reactiva Ultrasensible.
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Tabla 9 C: Modelo lineal general mixto multivariante ajustado mostrando los factores asociados a la
progresion de grosor intima-media carotideo en el bulbo

Variable Coeficiente (95% CI) p-valor

Tiempo, afios 0,0297 (-0,0122 - 0,0720) 0,166

Escala de riesgo de Framingham, % 0,0097 (0,0007 - 0,0187) 0,035
Recuento celular CD4, cél/mm? 0,0010 (-0,0080 - 0,0100) 0,826
Edad, afios 0,0048 (0,0001 - 0,0096) 0,046

VHH-8 seropositivo -0,1156 (-0,3616 - 0,1304) 0,354
VHS-2 seropositivo -0,1151 (-0,2680 - 0,0379) 0,139
VHS-2 + VHH-8 seropositivo 0,3230 (0,0330- 0,6076) 0,027
VZV seropositivo -0,0552 (-0,3851 - 0,2747) 0,741

CMV seropositivo -0,0436 (-0,2408 - 0,1535) 0,661
Coinfeccion con VHC -0,0034 (-0,2429 - 0,2362) 0,978
Tratamiento con IP 0,0122 (-0,1049 - 0,1294) 0,836
Tratamiento con INSTI 0,0395 (-0,0940 - 0,1729) 0,559

CMYV, citomegalovirus; GIMC, grosor intima-media carotideo; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa
inversa no nucledsidos; INSTI, inhibidores de la integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; VHC, virus de
la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, herpes simple tipo 2; VVZ, virus varicela-zoster.
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6.4. Caracteristicas basales de los pacientes en los que se observo

incremento del numero de placas

Los datos clinicos de los 38 (27%) pacientes en los que se observo incremento en el
numero de placas inicial se muestran en la Tabla 10. Catorce (36,8%) ya tenian placa al inicio
del estudio. La mediana (Q1-Q3) de edad fue de 55,89 (47,78-66,08) anos y la mediana (Q1-
Q3) del recuento de células CD4 fue de 570 (460-799,75) células / pL.. La mediana (Q1-Q3)
del valor de la PCRUS en estos pacientes fue de 3,055 (0,815- 7,423) unidades.

Los regimenes antirretrovirales mas frecuentes en los pacientes que incrementaron
sus placas fueron los IP (42%), los ITINAN (34,2%) y, se usaron con menor frecuencia

los INSTI (21,1%).

La frecuencia de coinfecciones fue la siguiente, las mas frecuente fue CMV con el
97,94%, después VVZ con el 94,7% y VHS-2 con el 60,5%. La coinfeccion con menor
prevalencia fueron la de VHH-8 con 13 (35,5%) y VHC, con 4 pacientes (10,5%) (Tabla 10).

En cuanto a los factores de riesgo cardiovascular tradicionales de los pacientes
que incrementaron su nimero basal de placas, el 60,3% de ellos estaba diagnosticado de
dislipemia y el 42,1 % estaba en tratamiento hipolipemiante. El 47,4 % de los pacientes eran
fumadores, el 36,8 % tenian hipertension arterial y el 17 % eran diabéticos. La mediana (Q1-

Q3) de la puntuacion de la escala de riesgo de Framingham fue de 10 (7-16) %.

6.5. Factores asociados al incremento del numero de placas respecto al

inicio del estudio

Los pacientes que vieron incrementado su numero basal de placas tenian una
edad mas avanzada, con una mediana (Q1-Q3) de 56 (49-66) afios versus 49 (42 - 59)
anos (p=0,001), y una mayor puntuacion en la escala de Framingham con una mediana

(Q1-Q3) de 10 (7-16) % versus 5 (3-13 %, p=0,001.

El incremento del nlimero de placas se asoci6 también a una mayor frecuencia de

dislipemia con un 60,5 % versus el 38,8%, p=0,022.

Contribucion del virus herpes humano 8 a la progresion del grosor intima-media carotideo en las personas que viven con VIH 75



UNIVERSITAS
Miguel Hemndndez

6. Resultados

Tabla 10: Caracteristicas basales de los pacientes con incremento del nimero de placas

Variable Inc;e:;gnto No 1;c=r;: (I)I;ento p-valor*
Edad, aiios, mediana ( 47’;;22’ 08) ( 41’33:22,1 %) 0,001
CD4 recuento celular, cél/ uL “ 60—577909,7 5) ( 429’72%5 41.75) 0,804
CD8 recuento celular, cél/uL 2 68’8;) 51_’1503 4 s 5875_(1)’1561) 0,425
Carga viral, copias 0(0-27,25) 0 (0-20) 0,305
Categoria clinica C (CDC) 9(23,7) 32(31,2) 0,374
Tratamiento con IP 16 (42) 38 (36,9) 0,572
Tratamiento con ITINAN 13 (34,2) 40 (38,8) 0,615
Tratamiento con INSTI 8(21,1) 27 (26,2) 0,529
Tratamiento hipotensor 11 (28,9) 18 (17,5) 0,135
Hipertension arterial 14 (36,8) 28 (27,2) 0,266
Dislipemia 23 (60,5) 40 (38,8) 0,022
Diabetes mellitus 2 4(10,5) 6 (5,8) 0,335
Habito tabaquico 18 (47,4) 5351 ,5) 0,667
Escala de riesgo de Framingham, % 10 (7-16) 8 (3-13) 0,001
Coinfeccion con VHC 4 (10,5) 11 (10,7) 0,979
VHH-8 seropositivo 13 (35,1) 30(29,1) 0,497
VHS-2 seropositivo 23 (60,5) 53 (5L,%) 0,137
VZV seropositivo 36 (94,7) 98 (95,1) 0,219
CMV seropositivo 37 (97,4) 91 (88,3) 0,311
PCRUS, mg/mL 3’0575’4(203’;;15_ 2,51 (1,185-4,95) 0,664
GIMC Basal, mm 1,038 (0,919-1,4) 0,9 (0,722- 1,2006) 0,08 #
Presencia de Placa carotidea previa 14 (36,8) 14 (36,8) 0.131

Las variables continuas estan expresadas como mediana (Q1-Q3), si no se indica lo contrario. Las
variables categodricas se expresan como porcentaje (%). * Test de Fisher para variables dicotomicas y
Wilcoxon para variables continuas # 0.08 suponiendo normalidad y 0,1 no suponiendo normalidad. CDC,
centros para la prevencion y control de enfermedades de los Estados Unidos; CMV, citomegalovirus;
GIMC, grosor intima-media carotideo; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos;
INSTI, inhibidores de la integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; VHC, virus de la hepatitis C; VHH-8,
virus herpes humano 8; VHS-2, herpes simple tipo 2; VVZ, virus varicela-zoster.
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También se emplearon modelos lineales generalizados para estudiar la asociacion
del incremento del nimero de placas con los factores de riesgo relacionados con el VIH y
factores de riesgo cardiovascular tradicionales. La puntuacion de riesgo de Framingham
al inicio fue el Unico factor asociado con la aparicién de nuevas placas (OR ajustado

1,126 [IC del 95%, 1,05-1,20], p <0,0001) (Tabla 11).

Tabla 11: Modelo lineal general mixto multivariante que muestra factores asociados con
empeoramiento del numero de placas

OR IC p-valor
Escala de riesgo de Framingham, % 1,126 1,05-1,2 0,000
VHH-8 seropositivo 1,047 0,38 -2,89 0,930
Recuento celular CD4, cél/uL. 0,999 1-1 0,358

VHH-8, virus herpes humano 8.

6.6. Caracteristicas de los pacientes que tuvieron eventos vasculares

durante el estudio

Seis pacientes desarrollaron eventos vasculares durante el periodo de estudio
(Tabla 12 y Tabla 16): 5 eventos coronarios y 1 enfermedad arterial periférica. Los
pacientes que tuvieron eventos vasculares tendieron a ser mayores 66,31 (54,7 — 75,4)
versus 48,12 (42,16 — 57,3) afios (p= 0,050), tuvieron un menor recuento de células
CD4: 333 (289,75-365,75) versus 621 (431,25-864,75) (p=0,012) y con mas frecuencia
habian sido clasificados en categoria C del CDC (66,67% vs 20,74%) (p=0,028). Casi
la totalidad de los pacientes con eventos vasculares tenian dislipemia, 5 (80,33%) (p=
0,051) e hipertension arterial 5 (83,33%) (p=0,006). No hubo diferencias estadisticamente

significativas en la puntuacion de la escala de Framingham.
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Tabla 12: Variables basales de los pacientes que tuvieron eventos vasculares durante el seguimiento

Variable Eventos \iasculares No evento_s vasculares o
(n=6) (n=135)

Edad 66,31 (54,7-75,4) 48,13 (42,16 —57,3) 0,050
Recuento celular CD4, cél/uLL 333 (289,75 - 365,75) 621 (431,25 - 864,75) 0,012
E;ﬁ:l[fﬁ‘:leg;f;g"’(;:e 11,5 (5,75 - 18) 7(2-13) 0,246
Categoria clinica C (CDC) 4 (66,67) 28 (20,74) 0,028
Lipodistrofia 3(50,0) 26 (19,26) 0,146
Diabetes mellitus 2 1(16,67) 9 (6,67) 0.4251
Hipertension arterial 5(83,33) 32(23,7) 0,006
Dislipemia 5(83,33) 47 (34,81) 0,051
VHH-8 seropositivo 0(0,0) 37(27,4) 0,083

Las variables continuas estan expresadas como mediana (Q1-Q3), si no se indica lo contrario. Las
variables categoéricas se expresan como porcentaje (%). (%). * Test de Fisher para variables dicotdmicas
y Wilcoxon para variables continuas. CDC, centros para la prevencion y control de enfermedades de los
Estados Unidos; VHH-8, virus herpes humano 8.

6.7. Factores asociados a la aparicion de eventos vasculares durante el

estudio

Para valorar qué factores de riesgo estaban asociados a la aparicion de eventos
vasculares durante el seguimiento hasta el afio 2016 se realizé un modelo lineal general
mixto donde se observo que el recuento celular de CD4 era un factor protector con una

asociacion estadisticamente significativa [OR 0,992 (p=0,050)] (Tabla 13).
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Tabla 13: Modelo lineal general mixto multivariante que muestra factores asociados con los eventos

vasculares producidos durante el estudio

Variable OR IC p-valor
Edad 1,114 097 -1,28 0,128
Recuento celular CD4, cél/uLL 0,992 0,98-1 0,050
Categoria clinica C (CDC) 7,699 0,34 - 175,52 0,201
Dislipemia 6,687 0,28 - 158,84 0,240
Hipertension arterial 11,021 0,41 - 295,81 0,153
VHH-8 seropositivo 0,000 0 - Inf 0,996

CDC, centros para la prevencion y control de enfermedades de los Estados Unidos; VHH-8, virus herpes

humano 8.

6.8. Factores asociados a la aparicion de eventos vasculares y/o

incremento del numero de placas

Por otro lado, también se exploraron los factores asociados con el desarrollo de
eventos vasculares y/o la aparicion de una nueva placa mediante un modelo lineal general
mixto. En el modelo univariante (Tabla 14) se encontrd una asociacion estadisticamente
significativa con la escala de riesgo de Framingham [OR 1,071 (p=0,016)], un mayor
grosor del GIMC a nivel bulbar [OR 4,665 (p=0,002), hipertension arterial [OR 2,621
(p=0,023)] y con el diagndstico de dislipemia [OR 3, 267 (p=0,001)].

En el modelo multivariante (Tabla 15), los resultados mostraron también una
asociacion estadisticamente significativa entre una mayor puntacion en la escala de
riesgo de Framingham [OR 1,073 (p=0,017)] y el riesgo conjunto de tener un evento
vascular y/o desarrollar una placa. No se encontrd asociacion entre las coinfecciones y

el riesgo de eventos vasculares y/o desarrollo de placas durante el seguimiento.
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Tabla 14: Modelo lineal general mixto univariante que muestra factores asociados con los eventos

vasculares y/o aparicion de nuevas placas producidos durante el estudio

Variables OR IC 95% p-valor
Escala de riesgo de Framingham, % 1,071 1,01-1,13 0,016
Media del GIMC bulbar 4,665 1,72 - 12,64 0,002
Categoria clinica C (CDC) 0,741 0,32-1,71 0,481
Carga viral 1,011 0,99 - 1,04 0,342
Presencia de placa previa 1,874 0,81 -4,35 0,143
Diabetes mellitus 2 4.25 1.02- 28.87 0.074
Dislipemia 3.267 1.65- 6.63 0.001
Hipertension arterial 2,621 1,14 - 6,03 0,023
Lipodistrofia 0,731 03-1,75 0,482
CDS recuento celular, cél/pL 1,000 1-1 0,256
CD4 recuento celular, cél/uL 0,999 1-1 0,256
PCRUS 1,011 0,97 - 1,05 0,615
VHS-2 seropositivo 1,523 0,7 - 3,32 0,289
VHH-8 seropositivo 0,807 0,35-1,86 0,614
Tratamiento con IP 1,158 0,53 -2,55 0,717
Tratamiento con INSTI 0,532 0,21-1,32 0,175

CDC, centros para la prevencion y control de enfermedades de los Estados Unidos; CMV, citomegalovirus;
GIMC, grosor intima-media carotideo; ITINAN, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos;
INSTI, inhibidores de la integrasa; IP, inhibidores de la proteasa; PCRUS, Proteina C Reactiva Ultrasensible;
VHC, virus de la hepatitis C; VHH-8, virus herpes humano 8; VHS-2, herpes simple tipo 2; VVZ, virus
varicela-zoster.
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Tabla 15: Modelo lineal general mixto multivariante que muestra factores asociados con los eventos

vasculares y/o aparicion de nuevas placas producidos durante el estudio

Variable OR IC p-valor
Recuento cellular CD4, cél/ uL 0,999 1-1 0,206
Escala de riesgo de Framingham, % 1,073 1,01 - 1,14 0,017
VHH-8 seropositivo 0,700 0,29 - 1,67 0,422

VHH-8, virus herpes humano 8.

6.9. Eventos vasculares hasta 2018

Tras el final del estudio en 2016, también se contabilizaron los eventos vasculares
acaecidos hasta finales del afio 2018. Se produjeron cuatro nuevos eventos, dos eventos
coronarios y dos accidentes vasculares isquémicos. A finales de 2018 se habian
producido por tanto 10 eventos vasculares, de los cuales tres fueron en pacientes VHH-

8 seropositivos y siete seronegativos (Tabla 16).

6.10. Pacientes que fallecieron durante el transcurso del estudio y

después de su finalizacion

Durante el seguimiento (hasta 2016), un total de cuatro pacientes del estudio fueron
éxitus (Tabla 17). Dos de ellos por infeccion respiratoria grave y otros dos pacientes
por causa no determinada tras busqueda exhaustiva en las plataformas informaticas
del Hospital (MIZAR—Alta Hospitalaria y Abucasis). Todos estos pacientes ya tenian
realizadas al menos dos mediciones del GIMC. Con posterioridad a la finalizacion de
las medidas de GIMC en 2016, y tras revisar los datos de los pacientes se recogio el
fallecimiento de seis nuevos pacientes cuyas causas de defuncion fueron més diversas y

quedan recogidas en la Tabla 17.
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Tabla 16: Eventos vasculares durante el seguimiento de los pacientes coinfectados con el virus herpes

humano 8
Todos los VHH-8 VHH-8
Variable pacientes seropositivo | seronegativo
N=141 N=43 N=98

Cardiopatia isquémica 5 0 5
2008 -2016

Enfermedad arterial periférica 1 0 1

Cardiopatia isquémica 2 1 1
2017-2018

Ictus isquémico 2 2 0

Eventos totales 10 3 7

Tabla 17: Pacientes fallecidos durante el estudio y hasta el aiio 2018

Todos los VHH-8 VHH-8
Variable pacientes seropositivo | seronegativo
N=141 N=43 N=98
Neumonia 1 1 0
2008 - 2016 Sepsis de origen respiratorio 1 1 0
Causa desconocida 2 1 1
Leucoencefalopatia multifocal | 0 1
progresiva
Neumonia 1 0 1
2017 - 2018 Pancreatitis aguda (Nefropatia V) 1 0 1
Institucionalizado por trastorno
. . 1 0 1
bipolar/causa desconocida
Causa desconocida 2 0 2
Total EXITUS 10 3 7
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7. DISCUSION

Entre los resultados mas importantes del estudio destaca la relacion observada
entre la coinfeccion por dos herpes virus humanos de transmision sexual, el VHS-2
y sobre todo el VHH-8, con una progresion mas rapida del GIMC en PVVIH. Para
los andlisis seleccionamos HSH con infeccion por el VIH y carga viral plasmatica
suprimida y ajustamos los modelos estadisticos teniendo en cuenta los factores de riesgo
cardiovascular. El estudio también mostro que habia una fuerte asociacion entre una
mayor puntuacion en la escala de riesgo de Framingham y la progresion del GIMC.
La puntuacién en la escala Framingham también se asocido de manera independiente al
riesgo de incrementar el numero de placas aterosclerdticas carotideas respecto al estado
basal o al desarrollo de eventos cardiovasculares durante el estudio. Con los hallazgos
mencionados, creemos que el VHH-8, sumado a otros factores, podria contribuir a la
progresion del GIMC, un marcador subrogado de aterosclerosis, en las PVVIH con carga
viral suprimida y esto se pondria mas de relieve cuando también se existe coinfeccion

con el VHS- 2.

Entre las fortalezas del estudio se encuentra el disefio longitudinal, cosa que permite
evaluar de manera mas precisa cudl es el papel que desempefia un agente infeccioso en
la evolucion de la aterosclerosis que la ofrecida por los estudios transversales. A dia
de hoy existen pocos estudios que hayan valorado la relacion ente los herpesvirus y la
aterosclerosis subclinica en PVVIH con un disefio longitudinal. Aunque se ha descrito
la relacion entre el VHS-2 y el VVZ, con la aterosclerosis subclinica en PVVIH, se
habia valorado mediante estudios transversales (22,23,25). Hasta la fecha, con un disefio
longitudinal, solamente se habia establecido una asociacion entre la infeccion por CMV

y la progresion de la aterosclerosis en PVVIH (24).
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7.1. Poblacion del estudio

La poblacion que se incluye en el estudio, compuesto por HSH, es representativa
de uno de los grupos predominantes que integran actualmente las cohortes de pacientes
con VIH de los paises desarrollados. Es relevante resefiar que el VHH-8 es un
gammaherpesvirus de transmision sexual muy prevalente en los HSH y especialmente
en aquellos que estan infectados por el VIH. En comparacion con la poblacion general,
en PVVIH el riesgo de infeccion por VHH-8 seria de aproximadamente el doble respecto

a los seronegativos para el VIH (37) y de entre tres y cuatro veces mas en los HSH (33).

7.2. Efecto de las coinfecciones por virus herpes humano 8 y virus

herpes simple 2 en la progresion de la aterosclerosis subclinica

En nuestro estudio evaluamos de manera longitudinal los factores de riesgo que
podrian asociarse con la tasa de progresion de la aterosclerosis subclinica a través de la
medicion del GIMC. En los resultados encontramos una asociacion de la coinfeccion
simultdnea con el VHH-8 y el VHS-2 con la progresion de GIMC. Sin embargo, cabe
decir que cuando se evaluo el papel de cada virus de manera independiente, encontramos
que unicamente el VHH-8 mantenia una tendencia a una asociacion estadisticamente
significativa con la progresion del GIMC, mientras que la asociacion con el VHS-
2, encontrada previamente en el andlisis univariante, no se confirmo en el andlisis

multivariante.

El VHS-2 es un herpesvirus de transmision sexual que causa el herpes genital.
Se ha asociado con aterosclerosis coronaria subclinica estimada a través de la medicion
del calcio de las arterias coronarias en un estudio transversal con tomografia axial
computarizada (TAC) en PVVIH (25) e incluso se ha sugerido que podria ser un factor
de riesgo en la poblacion general para el desarrollo de aterosclerosis (49). Respecto al
VHH-8, anteriormente se han descrito posibles propiedades proaterogénicas en estudios
in vitro en la pared vascular y también se ha hallado una mayor frecuencia de lesiones

ateromatosas macroscopicas en pacientes con SK en estudios post-mortem, hechos que
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podrian apoyar la hipotesis del papel del virus en la aterogénesis (32), aunque lo cierto
es que hasta la fecha, no se han publicado estudios clinicos que hayan documentado la

asociacion de la infeccion por VHH-8 con la enfermedad aterosclerotica.

7.3. Influencia de resto de coinfecciones en la progresion de la

aterosclerosis subclinica

En los andlisis que realizamos también se incluyeron otros herpesvirus prevalentes

como el CMV y el VVZ.

En nuestro estudio no se hallé asociacion entre VVZ y la progresion del GIMC o
el aumento del nimero de placas. Se ha sugerido que el VVZ podria estar asociado a un
mayor riesgo de enfermedad arterial periférica (26) y de sindrome coronario agudo (27).
Respecto a la relacion del VVZ con la aterosclerosis subclinica en PVVIH, se ha descrito
una asociacion entre mayores titulos de inmunoglobulina G (IgG) del VVZ con GIMC
aumentado y con el nivel de marcadores inflamatorios en un estudio transversal (22).
Respecto al CMV, no se hallé tampoco una asociacion estadisticamente significativa
entre la presencia de IgG y la progresion del GIMC o un aumento en el nimero de
placas en nuestro estudio. En PVVIH se ha descrito que el CMV esta asociado a
inmunosenescencia (50) y también se ha encontrado una asociacion entre titulos mayores
de IgG de CMV y una medida mayor del GIMC (28) y con calcificacion de las arterias
coronarias en estudios transversales (51), ademas de una influencia sobre la progresion
del GIMC (24). Un posible motivo por el cual no se ha hallado asociacion de estos
herpesvirus con la progresion del GIMC en nuestro estudio es el elevado numero de
pacientes coinfectados de nuestra cohorte por VVZ (96%) y por CMV (91%) lo que
dificulta comparar si existe asociacion entre la progresion del GIMC teniendo en cuenta
unicamente la presencia o no de IgG de VVZ o CMV sin tener en cuenta el nivel de los

titulos.
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7.4. Efecto de la inflamacion sobre la aterosclerosis asintomatica

Es llamativo observar que los pacientes coinfectados con el VHH-8 mostraron
niveles de inflamacion, medidos con la PCRUS, que resultaron mas elevados que los
de los no coinfectados. Esto concuerda con los hallazgos descritos previamente sobre
la asociacion entre VHH-8 con la activacion inmune y un incremento de la inflamacion
en PVVIH con carga viral no detectable (22). La PCRUS es uno de los biomarcadores
de riesgo cardiovascular mejor caracterizados. Se ha comparado de manera directa con
varios marcadores inflamatorios y se ha asociado de manera independiente con el riesgo

de desarrollar eventos coronarios (52).

La inflamacion se considera un factor capital que actua sobre la patogénesis de la
aterosclerosis (53,54). Los agentes patogenos infecciosos también se han visto implicados
en el origen de la aterogénesis, esto se produciria tanto a través de mecanismos directos
de infeccion sobre las células de la pared del vaso sanguineo, donde activan una respuesta
inflamatoria a nivel local, como a través de una reaccion inflamatoria a nivel sistémico,
y que es mediada por células inflamatorias y citoquinas inflamatorias, que podrian
exacerbar los procesos aterogénicos que ocurren a nivel de la pared del vaso sanguineo
(55). La infeccion por otros copatdgenos también se ha incluido entre los factores que
contribuyen a la situacion de inflamacion persistente y a la activacion inmune que se
produce en la infeccidon crénica por el VIH. Las coinfecciones se han implicado en la

patogénesis de los ENOS, entre los que se incluye la patologia cardiovascular (56).

Por otro lado, los mayores niveles de PCRUS también se asociaron en nuestro
estudio a una progresion mas rapida del GIMC. Este hallazgo podria apuntar a la
inflamacion sistémica como uno de los mecanismos patdgenos subyacentes que participan
en la progresion de la aterosclerosis en PVVIH coinfectadas con VHH-8, ademas de los
posibles efectos locales virales descritos en las células vasculares endoteliales. Esta
accion a nivel sistémico del VHH-8 a través de la inflamacion también podria explicar
por qué se produjo la atenuacion de la significacion estadistica entre la asociacion entre
el VHH-8 y la progresion del GIMC cuando las variables PCRUS y VHH-8 coexistieron

en el mismo modelo.
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Por tanto, el efecto de las coinfecciones sobre la aterosclerosis podria ser, el
menos de manera parcial, mediado a través de la inflamacion sistémica, como asi lo
demuestran los niveles mas elevados de PCRUS que se asocian a la coinfeccion por

VHH-8.

El efecto proinflamatorio a nivel sistémico del VHH-8 que vemos reflejado a
través de la PCRUS, también podria servir de explicacion para buscar la causa que ha
llevado a los pacientes del estudio coinfectados con el VHH-8 a tener una medida de
GIMC al inicio del estudio con tendencia a ser mayor que los no coinfectados. Estos
niveles de GIMC basales mas altos en los pacientes coinfectados con VHH-8 también
podrian ser un factor de riesgo asociado a una mayor progresion de GIMC. No obstante,
cuando se analiz6 la progresion del GIMC, se realizo un ajuste por los niveles basales

de GIMC.

El bulbo carotideo es una region donde ya se ha descrito anteriormente que la
aterosclerosis progresa en mayor medida en las PVVIH (14). La bifurcacion de la carétida
o bulbo carotideo es un lugar donde la tension de cizallamiento o tension hemodinamica
generada por el flujo sanguineo es menor, como se ha visto en determinados segmentos
de las bifurcaciones arteriales. Se ha planteado la hipotesis de que esto podria aumentar
la susceptibilidad vascular a los efectos de la inflamacion cronica. En consecuencia, y de
manera similar a los hallazgos de nuestro estudio, la progresion del GIMC en el bulbo
se ha asociado previamente con niveles mayores de PCRUS en PVVIH (14,57) y en
poblacion seronegativa para el VIH (58).

Los hallazgos obtenidos en este estudio respaldarian el papel que desempefian los
herpesvirus, y apoyarian de esta manera la hipdtesis de la “carga infecciosa” sobre la
patogénesis de la aterosclerosis como asi han informado con anterioridad otros autores

(25,59).
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7.5. Efecto de los factores de riesgo tradicionales en la progresion de la

aterosclerosis subclinica

Ennuestro estudio también se evaluo el efecto de los factores de riesgo tradicionales
sobre la progresion del GIMC. En el modelo univariante se encontrd asociacion con la

edad, la dislipemia, la hipertension y la puntuacion de riesgo de Framingham.

En PVVIH los factores de riesgo tradicional se han asociado a GIMC aumentado
(60). Es importante resaltar la importancia de la edad, a la hora de tener en cuenta el
riesgo vascular. En PVVIH se ha descrito que en adultos mayores la asociacion entre

aumentos de tension arterial y el GIMC pueden intensificarse con la edad (61).

Un hallazgo de especial relevancia en nuestro estudio es la fuerte asociacion
que ha mostrado la puntuacion en la escala riesgo de Framingham con la progresion
del GIMC en las PVVIH, que se ha mantenido significativa en los diferentes analisis

estadisticos que se realizaron.

Los resultados del estudio apoyan también el papel central que desempefian
los factores de riesgo cardiovascular tradicionales en la patogénesis y desarrollo de la
aterosclerosis en la poblacion que vive con el VIH. El efecto del VIH sobre la arteria
carétida puede cambiar a lo largo de la vida; se cree que en adultos mayores los factores
de riesgo tradicionales desempefiarian un papel mas importante que en los adultos
jovenes, donde el peso de la infeccion por VIH es mayor (61). Estos hallazgos refuerzan
la importancia de mantener de manera prioritaria un control estricto de los factores
de riesgo cardiovascular entre las medidas necesarias para disminuir la incidencia de

enfermedades cardiovasculares en las PVVIH.

7.6. Limitaciones y fortalezas del estudio

El estudio tiene algunas limitaciones. La primera es que se centr6 en la progresion
del GIMC vy, por lo tanto, los resultados no se pueden extrapolar a todos los individuos

que tengan coinfeccion con el VIH y el VHH-8. En el estudio se analiz6 la progresion
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del GIMC vy los factores que pueden contribuir a una progresion mas rapida del GIMC
en su conjunto y no tanto el efecto neto del VHH-8 y del VHH-2 sobre la evolucion
del GIMC. En segundo lugar, la mayoria de los cofactores, a excepcion del recuento de
células CD4 y de la carga viral del VIH medida con el ARN, tnicamente se midieron al
inicio del estudio. Seria posible, por tanto, que pudieran haberse producido cambios a lo
largo del tiempo que durd el estudio. Ademads, no podemos descartar que hubiese nuevas
coinfecciones por el VHH-8 durante el seguimiento en aquellos pacientes que inicialmente
fueron seronegativos. Sin embargo, segliin estudios epidemiologicos que se han publicado
anteriormente, el riesgo de seroconversion es muy bajo (1,4 por 1000 personas susceptibles)

(62) y seria poco probable que pudieran verse afectados los resultados finales.

Otra posible limitacion seria el método diagnostico utilizado para identificar a
los pacientes con infeccion por VHH-8 mediante un ensayo de inmunofluorescencia
indirecta que detecta inmunoglobulina G frente al VHH-8. Aunque es la prueba mas
sensible, ninglin ensayo individual es completamente sensible y especifico (45) ni
totalmente infalible. Por lo tanto, no es del todo imposible una clasificacion erronea en

pacientes infectados o no por el VHH-8.

Aunque la poblacion que se incluye en el estudio es representativa de las cohortes
de los paises desarrollados, la extrapolacion de los resultados podria ser incierta en
el caso de paises en vias de desarrollo como los pertenecientes a la zona de Africa
subsahariana, donde es mas dificil encontrar estudios sobre VHH-8 y HSH a pesar de la

alta prevalencia de coinfeccion y de SK en estos paises (33).

Finalmente, aunque se ha establecido una fuerte asociacién entre GIMC vy los
eventos cardiovasculares, la asociacion entre la progresion individual del GIMC vy los

eventos futuros de enfermedad cardiovascular sigue sin poder demostrarse (63,64).

Una de las principales fortalezas del estudio es su disefo longitudinal, que permite
valorar la influencia de las coinfecciones sobre la evolucion del GIMC a lo largo del
tiempo. Consideramos que la poblacion seleccionada era adecuada para los objetivos del

estudio ya que el porcentaje de pacientes con infeccion por VHH-8 fue del 30,1%, cifra
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similar a registrada en una revision sistematica donde se ha estudiado la prevalencia
del VHH-8 en HSH, en la que se ha descrito una seroprevalencia de VHH-8 entre las
PVVIH de aproximadamente el 33% y un riesgo de exposicion al VHH-8 de hasta casi

cuatro veces mayor (33).

Otra de las fortalezas del estudio es la consistencia que se ha observado entre los
diferentes andlisis realizados, tal como sugiere, por ejemplo, la estrecha asociacion entre
la puntuacion en la escala de riesgo de Framingham y los valores que estan relacionados

con el GIMC y su progresion en los diferentes modelos realizados.
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8. CONCLUSIONES

En las las personas que viven con el VIH que se encuentran viroldogicamente
suprimidas, la coinfeccién por el VHH-8 podria contribuir a una progresion mas rapida

del GIMC.

Este efecto potencial del VHH-8 es mas evidente cuando se produce una

coinfeccion simultanea con el VHS-2.

El efecto del VHH-8 sobre la progresion del GIMC podria estar mediado por la

inflamacion sistémica producida por este virus.

La inflamacion sistémica medida por la proteina C reactiva se asocia a una mayor

progresion del GIMC.

En nuestro estudio no encontramos asociacion entre el recuento de linfocitos

CD4+ y la progresion del GIMC.

Los factores de riesgo cardiovascular tradicionales tienen un papel destacado en

la progresion del GIMC en la poblacion de las personas que viven con el VIH.
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"Infectious Diseases Unit, Hospital General Universitario de Elche and Universidad Miguel Hernéndez, Alicante, Spain; “Statistics, Centro de Investigacion Operativa, Universidad Miguel
Hernandez, Elche, Alicante, Spain; *Microbiology Service, Hospital Universitario de San Juan, Alicante, Spain

Background. Human herpesvirus 8 (HHV-8) is a lymphotropic and vasculotropic herpesvirus with potential pro-atherogenic
effects. We explored the influence of coinfection with HHV-8 and other herpesviruses on the rate of progression of carotid inti-
ma-media thickness (cIMT) in virologically suppressed people living with HIV (PLWH).

Methods. Prospective cohort study including men who have sex with men (MSM) infected with HIV. At the baseline visit, IgG
antibodies against HHV-8 and other herpesviruses, highly sensitive C-reactive protein (hsCRP) levels, and Framingham risk scores
were measured. To evaluate the progression of cIMT, successive measurements with high-resolution carotid artery ultrasound were
performed over an 8-year period. Adjusted general linear mixed models were used to assess factors associated with faster cIMT
progression.

Results. One hundred forty-one participants with suppressed HIV-RNA (<200 copies/mL) at cIMT measurement during the
study period were included. Forty-six (31.3%) were coinfected with HHV-8 and 76 (54%) with herpes simplex virus 2 (HSV-2).
Factors associated with faster cIMT progression adjusting for CD4 cell counts, time between cIMT measurements, hepatitis C, vari-
cella zoster virus, and cytomegalovirus coinfection were seropositivity for HHV-8 (P = .059), HSV-2+HHV-8 coinfection (P = .027),
Framingham risk score (P = .057), and hsCRP (P = .027). Coinfection with HHV-8 was independently associated with higher levels
of hsCRP (odds ratio, 1.09; 95% confidence interval, 1.02 to 1.17; P = .016). When hsCRP and HHV-8 were simultaneously included

in the adjusted model, the relationship of HHV-8 with cIMT progression was attenuated.

Conclusions.

HHV-8 might contribute to progression of cIMT with a more prominent role when it coinfects with HHV-2 in

virologically suppressed PLWH, and this effect could be driven by systemic inflammation.

Keywords.:
thickness; subclinical atherosclerosis.

atherosclerosis progression; highly sensitive C-reactive protein; human herpesvirus 8; inflammation; intima-media

Cardiovascular disease (CVD) is one of the leading causes of
morbidity and mortality in people living with HIV (PLWH) [1].
Compared with the general population, PLWH are at increased
risk of cardiovascular events, to which different causes includ-
ing traditional cardiovascular risk factors, antiretroviral therapy
(ART), and HIV-associated chronic inflammation and immune
activation have been implicated [2, 3].

Chronic immune activation and inflammation are main fac-
tors involved in the pathogenesis of atherosclerosis [4]. Despite
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successful ART, persistent residual inflammation does occur
in PLWH [5], and infection with co-pathogens is one of the
suggested contributing mechanisms. Herpesviridiae are highly
prevalent among PLWH. This family of viruses has been par-
ticularly implicated in the pathogenesis of atherosclerosis
[6]. Some of their members, including cytomegalovirus, her-
pes simplex virus type 2 (HSV-2), and varicella zoster virus,
have been linked with subclinical atherosclerosis in PLWH in
cross-sectional studies [7-9]. To date, only cytomegalovirus,
through induction of cytomegalovirus-specific T cells, has been
demonstrated in longitudinal studies to be associated with pro-
gression of atherosclerosis within this population [10].

Among Herpesviridiae, human herpesvirus 8 (HHV-8) stands
out as an attractive candidate to be involved in atherosclerosis.
HHV-8 is a lymphotropic and vasculotropic herpesvirus linked
with Kaposi’s sarcoma, and possibly with pulmonary hyperten-
sion in PLWH [11]. Because of the ability of HHV-8-infected
vascular endothelial cells to induce the expression of growth
factors that cause angiogenesis, endothelial cell proliferation,
enhanced vascular permeability, and cytokine production, it
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had been suggested that HHV-8 could be involved in athero-
genesis, but data are very limited [12]. In a previous study,
we found that coinfection with HHV-8 was associated with
increased inflammation and immune activation in virologi-
cally suppressed PLWH [13]. In the current investigation, we
explored whether HHV-8 coinfection, as well as coinfection
with other herpesviruses, was associated with faster progression
of subclinical atherosclerosis, as assessed by longitudinal mea-
surements of carotid intima-media thickness (cIMT).

METHODS

Study Population

The study was carried out in a cohort of adult PLWH cared
for in the outpatient clinic of Elche University Hospital in
Spain. Consecutive HIV-infected adult MSM, because of their
increased risk for HHV-8 infection, willing to enroll in a lon-
gitudinal investigation including serial cIMT ultrasound mea-
surements were prospectively invited to participate in the study.
To avoid the confounding effect of HIV replication, only partic-
ipants with virological suppression at cIMT measurement, de-
fined as a viral load <200 copies/mL, were analyzed. Participants
with a history of coronary heart disease were excluded. The
study was approved by the local ethics committee (Comité Etico
del Hospital General Universitario de Elche), and all included
subjects signed an informed consent.

Data Collection

Demographic, clinical, and laboratory variables were collected
at the baseline visit, occurring between January 2008 and April
2012. The last cIMT measurement occurred in October 2016. To
evaluate the progression of subclinical atherosclerosis, succes-
sive cIMT measurements with high-resolution B-mode carotid
artery ultrasound were performed to study participants using a
standardized protocol, as previously described [14]. Three meas-
ures were taken from the right and left common carotid and bulb
portions. Total cIMT at the common carotids and at the bulbs
was calculated with the mean of all right and left measurements
and analyzed as a continuous variable. The carotid bulbs were
chosen to assess cIMT progression because of the higher pro-
gression rates described at this location in PLWH [15]. Carotid
plaque was defined as a localized cIMT measure >1.5 mm. To
minimize variability, all measurements were performed by the
same investigator (M.M.), who was blinded to patients’ clinical
details and to previous scans. cIMT measurements were per-
formed with approximately annual to biannual frequency.

At the baseline visit, a blood sample was collected for routine
tests and serological and biomarker measurement. IgG anti-
bodies against the majority of the herpesviruses were measured
by commercial enzyme-linked immunosorbent assay test kits:
FOCUS Diagnostics (Cypress, CA. U.S.A) for HSV-2; Vircell SL
(Granada, Spain) for varicella zoster virus (VZV), and Siemens

Healthcare Diagnostics (Barcelona, Spain) for cytomegalovirus
(CMV). HHV-8 coinfection was assessed with the Indirect
Fluorescent Assay (Advanced Biotechnologies Inc., MD, U.S.A).
This latest test provided qualitative but not quantitative deter-
mination of IgG antibodies. Highly sensitive C-reactive protein
(hsCRP) was measured with a chemiluminescent immunomet-
ric assay (Immulite 2000, Siemens, Madrid, Spain). Infection
with hepatitis C virus (HCV) was defined by a positive serology
plus a positive HCV RNA by polymerase chain reaction. CD4+
and CD8+ cell counts and HIV RNA were measured at baseline
and every 6 months throughout the study period. Hypertension,
diabetes, and dyslipidemia were defined by a previous diagnosis
or by a current prescription of pharmacological therapy for any
of the risk factors.

Cardiovascular risk factors were managed at the clinic accord-
ing to a standard protocol. For lipid management, the therapeu-
tic goal for low-density lipoprotein cholesterol was <130 mg/dL;
lipid-lowering agents were initiated after dietary therapy failure.
Blood pressure target goals were <140 mmHg for systolic and
<90 mmHg for diastolic blood pressure. For patients with dia-
betes or renal disease, the target goals were <130/80 mmHg. To
achieve blood pressure target goals, a predefined protocol was
implemented, starting with lifestyle modifications and sequen-
tially adding the following drugs at each visit: (i) an angioten-
sin receptor blocker, (ii) a thiazide diuretic, and (iii) a calcium
channel blocker or a -blocker. In patients with confirmed
diabetes mellitus, the goal was reducing the hemoglobin Alc
level to <7%. To achieve this objective, a predefined protocol
starting with metformin was followed. In patients with very
high triglycerides (=500 mg/dL), the first priority was triglycer-
ide lowering with diet and fenofibrate. The second priority was
prevention of coronary heart disease with statins+ezetimibe.
Weight loss and/or exercise were recommended, and smokers
were strongly recommended to give up smoking.

Statistical Analyses
Differences in demographic and clinical characteristics be-
tween patients with and without HHV-8 coinfection were
assessed using the chi-square or Fisher exact test for categorical
variables, and the Student t or Mann-Whitney U tests for con-
tinuous variables.

To assess progression of cIMT, we examined the individual
change in cIMT on each measurement at the far wall of the left
and right carotid bulbs over time. Factors associated with cIMT
progression were analyzed using a general linear mixed model,
with the individual patient as a random effect. All cIMT incre-
ments were selected for multivariate analysis, and the models
were adjusted for the variables significantly associated with cIMT
progression in the univariate analysis, as well as for coinfection
with other herpesviruses, CD4 cell count values at cIMT meas-
urement, and antiretroviral regimen composition, because of
their association with cardiovascular disease in PLWH [7-9, 16].
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The closest CD4 cell counts within 6 months before or after cIMT
determination were chosen for analysis. To avoid overadjustment,
the Framingham risk score, as a summary variable comprising
all the individual cardiovascular risk factors, was selected for in-
clusion in the models to predict cIMT progression. Missing data
were handled through listwise deletion. Statistical significance for
these models was defined by a 2-sided P value <.05.

The association of HHV-8 coinfection with inflammation
was assessed with a binomial general linear mixed model using
a complementary log-log link, which was adjusted for the fac-
tors associated with HHV-8 seropositivity in the univariate
analysis. The associations between HHV-8 coinfection and the
risk of new developing plaques and cardiovascular events were
examined by means of generalized linear models using as an
offset term the time to event development or to the end of the
study observation period. Variables included in the analyses
were cardiovascular risk at baseline, assessed by Framingham
risk score, CRP, HIV-related factors, type of ART, and coinfec-
tion with herpesviruses.

RESULTS

Patients Characteristics
The study included 141 consecutive participants receiving
ART who remained suppressed (HIV RNA < 200 copies/mL)

at cIMT measurements during the study period; 9 participants
with detectable HIV RNA levels at measurement were excluded.
Baseline clinical data are shown in Table 1. Mean (+SD) age was
46 (£13) years, and median (Q1-Q3) CD4 cell count was 608.5
(391.8-847.5) cells/uL. The most frequent antiretroviral regi-
mens were based on protease inhibitors (PIs; 38% participants)
and non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTTs;
31%). Forty-three (30.5%) participants were coinfected with
HHV-8, 76 (54%) with HSV-2, 135 (96%) with VZV; and 128
(94%) with CMV. Six patients developed vascular events during
the study period: 5 coronary-related events and 1 peripheral ar-
tery disease.

Factors Associated With Human Herpesvirus 8 Coinfection

Coinfection with HHV-8 was associated with higher levels of
hsCRP (median [Q1-Q3], 3.77 [1.34-7.31] vs 1.89 [0.91-3.94]
mg/L, P = .003, in HHV-8-coinfected vs -noncoinfected, re-
spectively), and there was a marginal association with higher
Framingham score (median [Q1-Q3], 9% [4.25%-15.0%] vs
6.0% [2.0%-12.0%], respectively, P = .053), with lower CD8
cell counts (866 [619.5-1144] cells/uL vs 1024.5 [713.5-1574.5]
cells/uL, respectively, P = .053) and a lower frequency of hep-
atitis C coinfection (2% vs 13%, P = .063) (Table 1). Median
baseline cIMT was higher among HHV-8-infected individuals
(median [Q1-Q3], 1.0 [0.75-1.30] mm in HHV-8-infected

Table 1. Baseline Characteristics of the Patients by Human Herpesvirus 8 Infection Serological Status

Variable All Patients (n = 141) HHV-8-Seropositive (n = 43) HHV-8-Seronegative (n = 98) PValue
Age, mean (SD), y 46 (13) 49.31 (14.74) 44.95 (12.50) .090
CD4 cell count, cell/ pL 608.50 (391.75-847.50) 605 (383-803) 608 (424.50-854.75) .675
CD8 cell count, cell/uL 989.50 (690.25-1446.25) 866 (619.50-1144) 1024.50 (713.50-1574.50) .053
Pl-including regimen 54 (38) 15 (35) 39 (40) .707
NNRTI-including regimen 53 (31) 20 (47) 33 (34) .186
INSTl-including regimen 36 (26) 10 (23) 26 (27) .834
Antihypertensive agents 29 (21) 8 (19) 21 (21) .822
Hypertension 42 (30) 14 (33) 28 (29) 691

Dyslipidemia 62 (44) 23 (53) 39 (40) 144
Lipid-lowering therapy 43 (30) 13 (30) 30 (31) >.999
Diabetes 43 (30) 1(10) 42 (31) .097
Smoking 72 (51) 24 (56) 48 (49) 471

Ex-smokers 19 (14) 5(12) 14 (14) 792
Framingham risk score, median (IQR), % 7 (2-3) 9 (4.25-15) 6 (2-12) .053
Hepatitis C coinfection 14 (10) 1(2) 13 (13) .064
HSV-2 seropositivity 76 (54) 34 (79) 42 (46) <.001

VZV seropositivity 135 (96) 41 (95) 94 (96) >.999
Cytomegalovirus seropositivity 128 (91) 41 (95) 87 (89) .105

hsCRP mg/mL 2.16 (1.03-4.55) 3.77 (1.34-731) 1.89 (0.91-3.94) .003
Baseline cIMT, mm 0.89 (0.738-1.19) 1(0.75-1.29) 0.84 (0.70-1.10) .054
Carotid plaques 40 (28) 14 (33) 26 (27) .5644
Time between measurements, y 1.67 (1.08-2.85) 1.60 (1.04-2.75) 1.70 (1.10-2.92) 430
Duration of virological suppression, y 4.66 (2.70-6.82) 4.027 (2.61-6.82) 4.791 (3.92-6.48) 135

Continuous variables are expressed as median (Q1-Q3), unless indicated. Categorical variables are expressed as No. (%).

Abbreviations: cIMT, carotid intima-media thickness; HHV-8, human herpesvirus 8; hsCRP highly sensitive C-reactive protein; HSV-2, herpes simplex type 2; INSTI, integrase strand transfer
inhibitor; IQR, interquartile range; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; Pl, protease inhibitor; VZV, varicella zoster virus.

Human Herpesvirus 8 and Atherosclerosis « OFID « 3



and 0.83 [0.70-1.10] mm in HHV-8-uninfected, P = .052),
and there was no difference in the number of baseline carotid
plaques.

The association between HHV-8 and hsCRP was explored
after adjustment for the Framingham risk score and for the
factors linked with HHV-8 infection in the univariate analysis
(Table 2). The results showed that individuals coinfected with
HHV-8 continued to have significantly higher levels of hsCRP
in the adjusted model (odds ratio [OR], 1.09; 95% confidence
interval [CI], 1.02 to 1.17; P = .016). There were no significant
differences between HHV-8-infected and -uninfected partici-
pants in the baseline cIMT after adjustment.

Factors Associated With Progression of Subclinical Atherosclerosis
Median (Q1-Q3) follow-up time per patient was 5.07 (4.38-
6.03) years. All patients underwent at least 2 and 108 (76%)
underwent 3 or more cIMT examinations, and the median
(Q1-Q3) time between cIMT measurements was 1.67 (1.08-
2.85) years. There were no significant differences in the cIMT
between HHV-8-seropositive and -negative participants after
the baseline visit (data not shown). The overall rate of progres-
sion of the cIMT at the bulb was +0.027 mm/y, 0.031 in HHV-
8-coinfected and 0.024 in HHV-8-uninfected participants
(P = .872). Factors associated with cIMT progression in uni-
variate analysis were assessed through a general linear mixed
model (Table 3). Results showed that positivity for HHV-8 in-
fection (P = .046), for HSV-2 infection (0.049), dyslipidemia
(P = .024), lipid-lowering therapy (P = .015), hypertension
(P = .035), treatment with antihypertensive agents (P = .026),
the Framingham risk score (P = .005), higher hsCRP levels
(P =.025), and presence of a carotid plaque (P < .001) were as-
sociated with faster cIMT progression.

A multivariate model was fitted including seropositivity for
HHV-8, HSV-2, CMV, VZV, CD4 cell counts at cIMT meas-
urement, age, the Framingham risk score as a summary var-
iable comprising all cardiovascular risk factors, hepatitis C
coinfection, antiretroviral type, and time elapsed between
cIMT measurements. The model showed that Framingham
risk score (P = .057) and coinfection with HHV-8 (P = .059)
were marginally associated with faster cIMT progression

Table 2. Adjusted General Linear Binomial Model With Complementary
Link Log-Log Function Showing Factors Associated With Human
Herpesvirus 8 Infection

Variable OR (95% Cl) PValue
hsCRP mg/mL 1.09 (1.02 to 1.17) .017
Framingham risk score 1.0 (0.95 to 1.05) .901
Hepatitis C coinfection 0.26 (0.01 to 1.25) .188
CD8 cell count, cell/mm?® 1.0 (1.0 to 1.0) 132
Baseline cIMT, mm 1.42 (0.70 to 2.68) .316

Abbreviations: Cl, confidence interval; cIMT, carotid intima-media thickness; HHV-8, human
herpesvirus 8; hsCRP highly sensitive C-reactive protein; OR, odds ratio.

(Table 4, model A). Another model was constructed adding
hsCRP. The model showed that hsCRP (P = .031) was asso-
ciated with higher cIMT progression, but the relationship
with HHV-8 seropositivity was much attenuated (P = .182)
(Table 4, model B). Because of the association found with the
2 herpesviruses in the univariate analysis with cIMT progres-
sion, a third model was run adding the variable “coinfection
with HHV-8 + HSV-2” The model showed that HHV-8 +
HSV-2 seropositivity (P = .028) and Framingham risk score
(P =.025) were significantly associated with faster cIMT pro-
gression (Table 4, model C). Framingham risk score at base-
line was the only factor associated with both new developing
plaques (adjusted OR, 1.126; 95% CI, 1.05 to 1.20; P < .0001)
and either new developing plaques or cardiovascular events
(adjusted OR, 1.073; 95% CI, 1.01 to 1.14; P < .017) during the
study period.

DISCUSSION

Very few studies with a longitudinal design have to date
evaluated the role of coinfections in cIMT. We found a re-
lationship of the coinfection with both sexually transmitted
herpesviruses HHV-8 and HSV-2, and among them espe-
cially with HHV-8, and faster progression of cIMT in viro-
logically suppressed PLWH after adjustment for HIV-related
and cardiovascular-related factors, which suggests a potential
contributing role to the pathogenesis of atherosclerosis. This
effect could be, at least partially, mediated through systemic
inflammation, as shown by the higher levels of hsCRP associ-
ated with HHV-8 infection and by the mitigation of the effect
of the virus on cIMT progression when hsCRP was incorpo-
rated into the analysis. The study also showed a strong asso-
ciation of the Framingham risk score with cIMT progression.
Framingham risk score was also independently associated
with either new developing plaques or cardiovascular events
during the study.

Inflammation is considered a central factor in the patho-
genesis of atherosclerosis [4, 17]. Infectious agents have been
implicated in atherogenesis, both through direct infection of
the vessel wall cells, where they cause a local inflammatory
response, and through systemic inflammatory reaction medi-
ated by inflammatory cells and cytokines, which could exac-
erbate the atherogenic processes occurring in the vessel wall
[18]. Infection with co-pathogens has also been included
among factors contributing to persistent inflammation and
immune activation in chronically treated HIV infection and,
accordingly, has been implicated in the pathogenesis of non-
AIDS events (NAEs), including cardiovascular disease [19].
Although the Herpesviridiae family represents the most widely
explored infectious agents contributing to cardiovascular di-
sease within this population, limited information is available
to date about their role in the progression of atherosclerosis.
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Table 3. Univariate General Linear Mixed Model Showing Factors
Associated With Progression of Carotid Intima-Media Thickness at the Bulb

Variable Coefficient PValue
CD4 cell count, cell/nL 0.0000163 .850
CD8 cell count, cell/uL 0.0000193 .639
Carotid plague (cIMT >1.5 mm) 0.3361776 <.001

Lipodystrophy 0.0782997 224
Hepatitis C coinfection —0.0045131 .963
Dyslipidemia 0.1743712 .001

Lipid-lowering therapy 0.1677437 .004
Hypertension 0.1130260 .052
Antihypertensive therapy 0.1631224 .016

Smoking -0.0279689 616
Previous smokers -0.0130822 .863
Alcohol -0.0679639 449
Framingham risk score, % 0.0131646 .000
hsCRP, mg/mL 0.0086430 .001

HHV-8 seropositivity 0.1526580 .009
HSV-2 seropositivity 0.1103244 .049
VZV seropositivity —-0.0342831 .832
CMV seropositivity 0.0388794 .658
Pl-including regimen 0.0521954 .366
INSTI-including regimen 0.0234031 717

Abbreviations: cIMT, carotid intima-media thickness; CMV, cytomegalovirus; HHV-8, human
herpesvirus 8; hsCRP, highly sensitive C-reactive protein; HSV-2, herpes simplex type 2;
INSTI, integrase strand transfer inhibitor; Pl, protease inhibitor; VZV, varicella zoster virus.

When we longitudinally assessed factors associated with the
rate of progression of subclinical atherosclerosis through the
cIMT, we found an association of the simultaneous coinfection
of HHV-8/HSV-2 with cIMT progression. However, when the
independent role of each virus was assessed, we found that
only HHV-8 retained a close to significant relationship with
the progression of cIMT, and the association of HSV-2 found
in univariate analysis vanished. HSV-2 is a sexually transmit-
ted herpesvirus that causes genital herpes. It was associated
with subclinical coronary atherosclerosis, measured through
coronary artery calcium by computed tomography scan, in a
cross-sectional study in PLWH [7]. HHV-8 is also a prevalent
sexually transmitted gamma herpesvirus among MSM, espe-
cially in those infected with HIV, in whom prevalence twice
as high as that in HIV-negative people has been described [20,
21]. Its pro-atherogenic properties in studies in vitro at the
vessel wall, and the finding of higher frequency of macroscopic
atheromatous lesions in patients with Kaposi’s sarcoma in a
postmortem report, support the hypothesis of the role of the
virus in atherogenesis [12], but to date no clinical studies have
associated HHV-8 infection with atherosclerotic disease. Our
findings support the role of herpesviruses, as well as the hypo-
thesis of the infectious burden in the pathogenesis of athero-
sclerosis previously reported [7, 22]. The study analyzed only
cIMT progression and factors contributing to a more rapid
progression rather than the net effect of HHV-8 and HHV-2 on
the evolution of the cIMT. As a consequence, our results might

support the involvement of the viruses in the progression of
cIMT but do not implicate that the pathogens alone are associ-
ated with atherosclerosis progression in all the infected PLWH.

Interestingly, participants coinfected with HHV-8 showed
higher levels of inflammation measured with hsCRP. Higher
levels of hsCRP were likewise associated with faster cIMT pro-
gression in our study. This finding might point to systemic in-
flammation as one of the underlying pathogenic mechanisms
participating in atherosclerosis progression in PLWH coin-
fected with HHV-8, in addition to the potential viral local
effects described on endothelial vascular cells. Such systemic
action would explain the attenuation of HHV-8 on ¢IMT pro-
gression when both variables coexisted in the same model. It
might have also contributed to explaining the higher levels of
baseline cIMT in participants coinfected with HHV-8, a factor
that could also be associated with higher cIMT progression.
Both, inflammation and HHV-8 might have contributed to
explaining the progression of the cIMT at the carotid bulb, a
region where atherosclerosis has previously been described to
preferentially progress in PLWH [15]. The carotid bifurcation
is a location with low endothelial shear stress, and it has been
hypothesized that this could increase vascular susceptibility to
the effects of chronic inflammation. Accordingly, and similar to
our findings, the cIMT progression at the bulb has been asso-
ciated with higher hsCRP levels in PLWH [15, 23] and in non-
HIV-infected people [24].

Another relevant finding from our study was the strong as-
sociation of the Framingham risk score with cIMT progression
in PLWH, which remained significant throughout all analyses.
Our results support the central role that traditional cardiovas-
cular risk factors play in the pathogenesis of atherosclerosis in
the HIV population. This reinforces the importance of prior-
itizing strict control of cardiovascular risk factors among the
measures necessary to decrease the incidence of cardiovascular
disease in PLWH.

The study has some limitations. First, it focused on cIMT
progression, and therefore results cannot be extrapolated to all
HHYV-8-coinfected individuals. Second, most covariates, ex-
cluding CD4 cell counts and HIV-RNA levels, were only meas-
ured at baseline, and changes might have occurred throughout
the study period. We could not rule out new HHV-8 coinfec-
tions during follow-up in those who were initially seronegative.
However, according to previous epidemiological studies, the
risk of seroconversion would have been very low (1.4 per 1000
susceptible persons) [25] and unlikely to impact the results. The
population included in the study represents a pool of partic-
ipants from a high-income country, and then the generaliza-
bility of results could be uncertain in low-income countries
like sub-Saharan Africa. Finally, although a strong association
between cIMT and CVD events has been established, the as-
sociation between individual cIMT progression and future
CVD events remains unproven [26, 27]. The strengths are the
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Table 4.

Multivariate-Adjusted General Linear Mixed Model Showing Factors Associated With Progression of Carotid Intima-Media Thickness at the

Bulb

Model Variable Coefficient (95% ClI) PValue

A Time, y 0.0338 (-0.0089 to 0.0765) 118
Framinghamrisk score, % 0.0090 (-0.0003 to 0.0183) .057
CD4 cell count, cell/mm? 0.0014 (-0.0077 to 0.0106) .758
Age, y 0.0045 (-0.0003 to 0.0094) .066
HHV-8 seropositivity 0.1252 (-0.0048 to 0.2551) .069
HSV-2 seropositivity -0.0270 (-0.1626 to 0.1086) .693
VZV seropositivity —0.0942 (-0.4309 to 0.2424) .579
CMV seropositivity —-0.0352 (—-0.2369 to 0.1664) 729
Hepatitis C coinfection 0.0376 (-0.2061 to 0.2813) .760
Pl-including regimen 0.0290 (-0.0907 to 0.1487) .632
INSTl-including regimen 0.0003 (-0.1329 to 0.1336) .996

B Time, y 0.0359 (-0.0063 to0 0.0782) .094
Framinghamrisk score, % 0.0080 (-=0.0011 to 0.0170) .084
CD4 cell count, cell/mm? 0.0010 (-0.0080 to 0.0100) .825
Age, y 0.0044 (-0.0003 to 0.0091) .068
hsCRP, mg/mL 0.0063 (0.0007 to 0.0119) .027
HHV-8 seropositivity 0.0869 (-0.0437 to0 0.2176) 189
HSV-2 seropositivity —0.0340 (-0.1660 to 0.0890) 611
VZV seropositivity -0.0719 (-0.4014 to 0.2575) .666
CMV seropositivity -0.0140 (-0.2120 to 0.1840) .889
Hepatitis C coinfection 0.040 (-0.1970 to 0.2784) V5!
Pl-including regimen 0.0218 (-0.0950 to 0.1385) 712
INSTl-including regimen 0.0041 (-0.1256 to 0.1338) .950

C Time, y 0.0297 (-0.0122 to 0.0720) .166
Framinghamrisk score, % 0.0097 (0.0007 to 0.0187) .035
CD4 cell count, cell/mm?® 0.0010 (-0.0080 to 0.0100) .826
Age, y 0.0048 (0.0001 to 0.0096) .046
HHV-8 seropositivity -0.1156 (-0.3616 to 0.1304) .364
HSV-2 seropositivity -0.1151 (-0.2680 to 0.0379) 139
HSV-2 + HHV-8 seropositivity 0.3230 (0.0330 to 0.6076) .027
VZV seropositivity -0.0552 (-0.3851 to 0.2747) 741
CMV seropositivity —0.0436 (-0.2408 to 0.1535) .661
Hepatitis C coinfection -0.0034 (-0.2429 to 0.2362) .978
Pl-including regimen 0.0122 (-0.1049 to 0.1294) .836
INSTl-including regimen 0.0395 (—=0.0940 to 0.1729) [5508)

Time denotes number of years between cIMT measures.

Abbreviations: cIMT, carotid intima-media thickness; CMV, cytomegalovirus; HHV-8, human herpesvirus 8; hsCRP highly sensitive C-reactive protein; HSV-2, herpes simplex type 2; INSTI,

integrase strand transfer inhibitor; Pl, protease inhibitor; VZV, varicella zoster virus.

longitudinal nature of the study, which allows a more accurate
assessment of the role of an infectious agent in the course of ath-
erosclerosis than that offered by cross-sectional studies, and the
consistency of the results obtained, as shown by the strong as-
sociation of the Framingham risk score with cIMT progression.

In conclusion, among virologically suppressed PLWH,
HHV-8 and HHV-8-induced systemic inflammation could con-
tribute to faster progression of cIMT, and this potential effect
would be more evident when coinfection with HSV-2 occurs.
Our results also confirm that traditional cardiovascular risk fac-
tors have a prominent role in the pathogenesis of atherosclerosis
within this population, and preventive actions should maximize
efforts to achieve their optimal control.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at Open Forum Infectious Diseases
online. Consisting of data provided by the authors to benefit the reader,
the posted materials are not copyedited and are the sole responsibility of
the authors, so questions or comments should be addressed to the corre-
sponding author.
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