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Resumen

El lazo V3 del gen de la envoltura del VIH-1 esté involucrado en la unioén a los
receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4, determinando asi el tropismo
viral. Con el objetivo de caracterizar genéticamente la region C2V3 del gen env
de VIH-1 en muestras de pacientes cubanos, se secuencié este fragmento en
73 plasmas de pacientes infectados con los subtipos mas representativos de la
epidemia cubana (20 subtipo B, 24 CRF19_cpx, 20 CRFs_BG (20, 23, 24)y 9
CRF18_cpx, con secuencias previas del gen pol, tomados en el periodo 2015-
2016. Se analiz6 el subtipo y la prediccion del fenotipo viral, las mutaciones
virales asi como la relacion del fenotipo y el subtipo con variables clinicas,
epidemiolégicas, virolégicas e inmunoldgicas. De manera general coincidieron
los subtipos detectados en pol con los obtenidos en la regibn C2V3, aunque
nueve muestras (12,3%) presentaron un subtipo diferente, por lo que se
clasificaron como URFs. El virus CRF19 cpx se relacion6 con tener fenotipo
R5X4/X4 (62,5%,p=0,02, OR:3,77; 1C:1,135-10,536), con infecciébn en
individuos jovenes (39,1%,p=0,025, OR:3,548; 1C:1,136-11,077) y con altos
valores de carga viral. La comparacion de las secuencias aminoacidicas del
lazo V3 mostré diferencias entre los subtipos B y no-B (p=0,0001). Se detectd
alguna mutacion asociada a resistencia a Maraviroc en el 60,3% de las
muestras, en las posiciones 11 (5,5%), 13 (50,7%), 25 (6,8%), 316 (5,5%), 323
(8,2%) y 319 (5,5%). Las variantes de VIH que utilizan el co-receptor CXCR4
se asociaron con mas de 10 afios de de diagndstico, con individuos de mayor
edad, en estadio sida, con bajos conteos de CD4 y mayores niveles de carga
viral (p<0,05). Se confirmé la hipotesis de que los virus CRF19_cpx podrian

ser mas patogéenicos y tendrian limitacion para el uso de Maraviroc.
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| INTRODUCCION

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece a la familia
Retroviridae, género Lentivirus. Fue descubierto y considerado como el agente
de la naciente epidemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (sida) en
1981 por el Centro para el Control de las Enfermedades (1). Desde entonces
se ha convertido en una epidemia que afecta a millones de personas en todos
los continentes. Desde el comienzo de la epidemia 76,1 millones [65,2—-88,0
millones] de personas contrajeron la infeccion por el VIH y 35 millones [28,9—
41,5 millones] de personas han fallecido a causa de enfermedades

relacionadas con el sida (2).

Existen dos agentes virales productores del sida, el virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), que tiene una distribucion mundial y es el responsable
de la mayor parte de los casos y el virus de inmunodeficiencia humana tipo 2
(VIH-2), que predomina en el continente africano, aunque se reportan casos

importados en Europa y América (3).

La infeccion por VIH-1 se caracteriza por un deterioro progresivo del sistema
inmunoldgico como consecuencia de un descenso paulatino en el nivel de
linfocitos T CD4+ (LT CD4+), principal diana del virus (4). Est4 caracterizada
por tres fases fundamentales: una infeccién primaria o aguda, un periodo de
latencia clinica y una fase final o de sida, donde se manifiestan las
enfermedades o eventos oportunistas responsables de las complicaciones y
muerte del paciente (5). El VIH-1 es altamente variable y se han clasificado
cuatro grupos distintivos: grupo M (Principal, del inglés Main), grupo O (Externo,
del inglés QOutlier), grupo N (no M, no O del inglés non M, non O) y el grupo P

(6) Sin embargo son los virus del grupo M, los que, por su amplia diseminacion
mundial, se han convertido en los responsables de la actual pandemia. Estos
se dividen en nueve subtipos (A al D; F al H; J y K) (7) y en multiples formas
recombinantes (FRs) que a su vez se clasifican en formas recombinantes

circulantes (CRFs del inglés circulating recombinant forms) y formas

recombinantes Unicas (URFs del inglés unigue recombinant forms)(8, 9),

algunas de las cuales poseen una distribucion geogréfica especifica (7). Hasta
el momento se describen al menos 79 CRFs y numerosas URFs para el grupo
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M del VIH-1, que representan casi el 20% de todas las infecciones por el VIH
(10).

El VIH-1 consta de tres genes estructurales: gag, pol y env. Este Ultimo juega
un papel importante en la infeccion y el reconocimiento antigénico y su
variabilidad ha sido el principal obstaculo para el desarrollo de nuevos
candidatos vacunales y nuevas estrategias terapéuticas (11). La region V3,
presente en el gen env, estd catalogada como una region extremadamente
variable y su funcion mas significativa es la union a los receptores de

quimiocinas CCR5 y CXCR4, determinando asi el tropismo viral del VIH-1 (12).

Las variantes virales que utilizan el co-receptor CCR5 se caracterizan por no
ser inductoras de sincitio (NIS), tener baja tasa de replicacién, tropismo por
macréfagos y predominan en las primeras etapas de la infeccion,
catalogandose como virus con fenotipo R5. Aquellos virus que emplean el co-
receptor CXCR4 para la entrada a la célula, infectan principalmente células T y
se destacan por su habilidad para la induccion de sincitios (1S), tienen alta tasa
de replicacion y predominan en la fase tardia de la enfermedad, clasificandose
como virus con fenotipo X4 (13, 14). Existe a la vez un grupo de virus que se
clasifican con fenotipo dual (R5X4) por su capacidad para unirse tanto al co-
receptor CCR5 como al CXCR4. Se considera que esta es una fase transitoria
en la evolucién del virus R5 a X4, aunque fenotipicamente se comportan como
virus X4 (15). El VIH ha demostrado su capacidad para cambiar el tropismo
durante el curso de la enfermedad, proceso que el virus utiliza adaptativamente

para propagarse en presencia de antivirales (16).

El Maraviroc (MVC) es la Unica droga del grupo de los antagonistas de los co-
receptores, aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de
Estados Unidos para el tratamiento de la infeccion con variantes R5 de VIH-1.
Es el primer antirretroviral (ARV) que tiene como diana una proteina del
hospedero en vez de una proteina viral. Su mecanismo de accion consiste en
una inhibicion alostérica de la union de la glicoproteina gp120 al co-receptor
CCRS5 impidiendo la entrada del virus a la célula (17). A pesar de que esta
droga comenzd a utilizarse en el 2007 ya se ha informado la existencia de
variantes genéticas de VIH-1 resistentes al MVC. Aunque los mecanismos por

los cuales esto ocurre no estan claros aun, se conoce que un grupo de
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mutaciones en el lazo V3 de la glicoproteina gpl20 estan asociadas a la

resistencia (18).

En Cuba, los primeros casos de VIH se diagnosticaron en el afio 1986. Segun
datos de la Vice direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica
(MINSAP), hasta el cierre del 2016 se han reportado 26 361 personas viviendo
con VIH, de ellas 2304 personas eran nuevos diagnosticos en ese afio. Han
fallecido 4159 personas por sida desde el inicio de la epidemia. Se encuentran
recibiendo terapia ARV el 80,7% de los individuos infectados (19).

Se conoce que la epidemia de VIH-1 en Cuba es atipica comparada con el
resto de las regiones de América y el Caribe donde predomina el subtipo B.
Esta se caracteriza por una elevada diversidad de variantes genéticas de VIH-1
incluyendo una alta tasa de CRFs (20). Las formas genéticas mas descritas
hasta la fecha son los subtipos A, B, C, G, las CRFs_BG (CRF20_BG,
CRF23 BG y CRF24_BG) y dos CRFs complejos, CRF18 cpx y CRF19 cpx
(8, 20-22). El subtipo B representa sélo un tercio de la epidemia cubana y los
recombinantes BG y varios CRFs en Cuba se han expandido en los ultimos
afos (23-25). Ademas, una publicacion reciente mostré que la variante viral

CRF19_cpx estaba asociada con rapida progresion al sida (26).

Sin embargo, son pocos los estudios realizados en Cuba acerca del
comportamiento fenotipico de las variantes de VIH-1, asi como de la

variabilidad genética de la region V3 de la glicoproteina del VIH-1.

Por lo que el presente trabajo se enmarca de la caracterizacion genética del
lazo V3 y su influencia en el subtipo viral, el cambio de tropismo y la resistencia

a MVC en pacientes que no han recibido tratamiento con esta droga.



lI. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar genéticamente un fragmento de la regién C2-V3 del gen de la
envoltura de VIH-1 en muestras de pacientes cubanos tomadas en el periodo
2015-2016.

Objetivos Especificos

1. Identificar las variantes genéticas virales en la region C2-V3 del gen que
codifica para la molécula gpl20 del VIH-1 y compararlas con el subtipo

detectado en el gen pol.

2. Determinar el fenotipo viral a partir de la secuencia genética del lazo V3 de la
molécula gp120 de VIH-1y su relacion con la variante viral.

3. ldentificar las mutaciones presentes en la region V3 de la glicoproteina
gp120 del VIH-1y su relacion con la variante viral, el tropismo y la resistencia al

Maraviroc.

4. Relacionar el fenotipo viral con variables virales, epidemiol6gicas y clinicas.



Il MARCO TEORICO

3.1 Origen del VIH-1

Las evidencias epidemiologicas, apoyadas con los estudios moleculares,
sugieren que la pandemia de VIH es una zoonosis viral. Esta teoria se basa en
la relacion genética que existe entre el virus de inmunodeficiencia de los simios
(SIV) de chimpancés (SIVcpz), aislado en Africa Central y el VIH-1, asi como
entre el SIV de los sooty mangabey (SIVsm) y el VIH-2. Las secuencias
correspondientes a las primeras cepas del VIH-1 y las de SIVcpz presentan
una similitud del 84%. Sin embargo el VIH-2 tiene una relacion genética mas
cercana con el SIVsm que con el VIH-1 (27, 28). Se piensa que el VIH-1 se
origind cuando el SIVcpz paso de los chimpancés al hombre. Se propone que
los chimpancés infectados fueron cazados y consumidos, la sangre ingresé en
las laceraciones o heridas del cazador y luego la cepa del SIVcpz se adapt6 al
ser humano, transformandose en VIH-1 (27, 28).

3.2 Historia

Hacia 1980 se reportaron casos de individuos previamente saludables que
mostraban sintomas de disfuncion inmunoldgica, en Estados Unidos y Europa.
El nuevo sindrome se caracterizaba por linfadenopatias generalizadas,
infecciones oportunistas como neumonia por Neumocystis carinii, Encefalitis
por Toxoplasma gondii, Retinitis por Citomegalovirus, Meningitis
Criptocococcica y una variedad de neoplasias malignas como el linfoma no-
Hodgkin y sarcoma de Kaposi (29-31). Un hallazgo comun de laboratorio, fue la
marcada deplecion en sangre periférica del conteo de LT CD4+ en los

individuos afectados (32).

En junio de 1981 la comunidad médica general repard, por primera vez, en la
importancia de la enfermedad que emergia, cuando el Centro para el Control
de Enfermedades de Atlanta describio la existencia de cinco hombres con una
severa inmunodeficiencia en el estado de California (33). A esta notificacion le
siguieron varios informes que reportaban dafios en el sistema inmunolégico en
hombres homosexuales y usuarios de drogas intravenosas. Meses después se

dio a conocer que una inmunodeficiencia similar estaba afectando a otros



grupos de individuos: hemofilicos, receptores de transfusiones de sangre,
inmigrantes haitianos, y més significativamente, los comparfieros sexuales y/o

hijos de miembros de los diferentes grupos de riesgo (34).

En 1983, cientificos del Instituto Pasteur aislaron un agente viral al que en sus

inicios se le denomin6é lymphadenopathy-associated Virus (LAV), de un

individuo asintoméatico que presentaba adenopatias generalizadas de origen
desconocido (35). Casi simultdneamente 1984 el grupo de Robert Gallo
reportd el aislamiento de un retrovirus al que denominaron Virus Linfotrépico
Humano de Células T-1Il (HTLV-III) y logro las primeras evidencias serolégicas
convincentes que relacionaban al LAV con la inmunodeficiencia que padecian
los individuos de los grupos de riesgo (36, 37). Este nuevo retrovirus asociado
al sida, presentaba caracteristicas morfolégicas y genéticas tipicas del género
Lentivirus, denominandose en 1986 virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo
1 (37). En este mismo afio otro retrovirus relacionado con el VIH-1, pero con
caracteristicas inmunolégicas propias y menor patogenicidad, fue aislado de
individuos residentes en el oeste de Africa y se denomin6 VIH-2 (38).

3.3 Clasificacion

El VIH pertenece a la familia Retroviridae, género Lentivirus, integrado por virus
exdgenos no oncogénicos, que causan infecciones persistentes vy
enfermedades con periodos de incubacion relativamente extensos. Exhibe una
marcada predileccién por el sistema inmune, infectando macréfagos, células
dendriticas y LT CD4+. Tiene la capacidad de producir la formacion de sincitios
y la muerte de células permisivas y a diferencia de otros retrovirus, puede
infectar células que no estan en proceso de division. Las infecciones causadas
por los Lentivirus no son restringidas por el sistema inmune y los dafios

resultantes van acumuldndose en el organismo a lo largo de los afios (32).
3.4 Estructura de VIH-1

Morfologicamente los viriones del VIH-1 son esféricos y de aproximadamente
110 nm de didmetro. Estan rodeados por una envoltura lipidica de origen
celular que rodea la capside icosaédrica viral. Dicha capside o core contiene
a su vez una nucleocapside helicoidal que alberga el material genético del

virién, 2 hebras de acido ribonucleico (ARN) de polaridad positiva (Figura 1).



Bicapa lipidica

5U (gpl20)
T™ (gp41)

ARN monocatenario

Matriz (pl7)

Retrotranscriptasa (p66) Cépside (p24 + p6)

Integrasa (p31) Nucleocipside (p7)

Proteasa (p10)

Proteinas reguladoras:
Vif, Vipr y Nef

Figura 1. Estructura del virion del VIH-1 (tomado de Eduardo Seclén
Hidalgo, 2012)

La envoltura viral esta formada por una bicapa lipidica en la que se insertan las
glicoproteinas gp120 y gp4l, ambas codificadas por el gen de la envoltura (gen
env). A continuacién, se encuentra la matriz formada por la proteina pl7,
seguida de la céapside viral formada por la proteina p24 y estabilizada por la
proteina p6. ElI material genético del virus se localiza dentro de la capside viral
en interaccion con la proteina p7. Ademas, las enzimas virales transcriptasa
inversa (RT) e integrasa (IN) asi como las proteinas reguladoras Vif, Vpr y Nef
se encuentran en el interior de la capside. La proteasa viral (PR) se encuentra

entre la capside y la matriz (39-41).

El genoma del VIH-1 consiste en una hebra de ARN de aproximadamente 9719
nucleodtidos de longitud, lineal, no segmentada, de cadena sencilla y polaridad
positiva. En cada particula virica hay dos copias idénticas de esta molécula de
ARN gendmico, cuyos extremos 5  estan unidos entre si por puentes de
hidrogeno, lo que hace de la familia de los retrovirus los Unicos virus animales

cuyo genoma es diploide.

Estructuralmente, el genoma del VIH-1 esta formado por tres genes principales:
gag, env y pol (Figura 2). Gag y env codifican para las proteinas estructurales,

mientras que pol codifica las enzimas virales esenciales para el ciclo replicativo.
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Adicionalmente, alrededor de la regidén de env, se sitian en diferentes marcos
de lectura las regiones codificantes de las proteinas reguladoras Tat, Rev, Nef,
Vif, Vpr y Vpu. El genoma del VIH-1 se encuentra flanqueado en ambos
extremos 3’y 5” por las terminales largas repetidas (LTR), que desempefian un
papel crucial en la replicacién del genoma viral asi como en su integracién al

genoma de la célula hospedera (42).

5LTR 5096 I"pl' rev — S H J'LTR
pl&0 gEplc0
|
f ' L —
pld pBS p3z gel20/5U gpdl )/ T™
Proteass  RT-RNAsa Imtegrasa
p53
L
I T T 1
pl7 / MA p24 / CA p7/NC  pé

Figura 2. Estructura del genoma del VIH-1 (tomado de Eduardo Seclén
Hidalgo, 2012)

3.5 Replicacion del VIH-1

El VIH infecta in vivo las células que expresan las moléculas CD4+: los LT, las

células del linaje de los monocitos, los macréfagos, entre otras.

El VIH-1 inicia su ciclo replicativo (Figura 3) mediante la union entre la
glicoproteina viral gp120 y el receptor celular CD4. Seguidamente, el complejo
CD4-gp120 interacciona con los co-receptores CCR5 o0 CXCR4, provocando un
cambio conformacional en la glicoproteina gp41 que promueve la fusién entre
las membranas viral y celular, liberandose la cpside viral en el interior celular
(43). Después de la fusion, en el citoplasma ocurre el desnudamiento viral
dependiente de pH, se eliminan la capside y la nucleocapside quedando libre el
genoma viral listo para ser procesado (44). Luego la RT transcribe el ARN a
acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) que posteriormente convierte
en ADN de doble cadena (ADNdc). A continuacién el ADNdc es transportado



por el complejo de pre-integracion desde el citoplasma al nucleo, donde la IN

incorpora la molécula de ADNdc al acido desoxirribonucleico (ADN) celular.

El provirus integrado se replica Unicamente cuando el ADN celular se replica.
En muchas células individuales el virus se encuentra en estado de latencia y en
otras se expresa de forma continua, razén por la cual la infeccién por este virus
se clasifica como crénicamente activa (45). En las células T en reposo la
actividad virica es minima. No es hasta que ocurre la activacion celular por
infecciones a repeticion o exposicion a antigenos alogénicos cuando el virus se
activa del estado quiescente. Otros factores esenciales en la activacion del VIH
son la coinfeccion de las células hospederas con virus no relacionados con
potencial para la activacion de la expresion génica viral, la infeccion por méas de
una cepa del VIH o por parasitos entéricos, el uso de drogas o diversos

factores toxicos y genéticos(32, 46).

La transcripcion del provirus por la ARN polimerasa Il celular tiene como
resultado un transcripto primario con dos funciones principales, por una parte,
servir de precursor para la formacion de los ARN mensajeros y por otra parte,
actuar como ARN gendmico que se incorpora a las capsides nuevamente
ensambladas (47-50). La actividad cooperada de las proteinas reguladoras Tat

y Rev permite el control preciso de la replicacion virica (32).

Finalmente ocurre el empaquetamiento del ARN viral y el ensamblaje de los
viriones inmaduros. El virus abandona la célula por un mecanismo de gemacion
y se efectlia la maduracién de la particula viral fuera de la célula, por accién de
la PR viral (32).



Transcripcidn 6. Sintesis
inversa protaica

Figura 3. Ciclo replicativo del VIH-1 (tomado de Eduardo Seclén Hidalgo,
2012)

3.6 Historia natural de la enfermedad

Hace algunos afios se pensaba, que el periodo que existia entre la infeccion y
la progresion a sida, conocido hasta ese momento como periodo de latencia
clinica, reflejaba un estado subyacente de latencia viral. Sin embargo, se ha
corroborado la actividad progresiva del VIH en el tejido linfoide, demostrando
qgue la replicacién viral persiste desde la infeccion a un ritmo asombroso (51,
52). El sindrome viral agudo de la infeccién primaria por VIH-1 (que se define,
por el periodo de tiempo transcurrido desde la infeccién inicial con VIH-1 hasta
el desarrollo de la respuesta de anticuerpos) muestra sintomas que con
frecuencia se parecen a los de la mononucleosis infecciosa. Estos aparecen en
los dias 0 semanas posteriores a la exposiciéon al VIH-1, no obstante, es
probable que los signos clinicos y los sintomas no se presenten en todos los
pacientes. Durante la infeccion aguda suele haber una viremia alta en plasma
que puede durar dias y hasta semanas (53), con una disminucion notoria de
células T CD4+. El conteo de LT CD4+, posteriormente se eleva otra vez,

normalmente hasta valores inferiores a los anteriores a la infeccién. Después
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de la infeccion aguda, habitualmente se alcanza un equilibrio entre la
replicacion viral y la respuesta inmune del huésped, y es probable que muchas
personas infectadas no presenten manifestaciones clinicas de la infeccion por
VIH-1 durante afios. AUn en ausencia de tratamiento ARV, este periodo de
latencia clinica puede durar de ocho a diez afios 0 mas (54). Sin embargo, este
término puede llevar a conclusiones erréneas, por el elevado recambio del virus
y la constante destruccion diaria de las células T CD4+. Al finalizar esta etapa
pueden aparecer diversos sintomas o enfermedades que no cumplen con la
definicion de sida. Estos incluyen leves signos inmunoldgicos, dermatologicos,
hematolégicos y neurolégicos. También pueden desarrollarse sintomas
generales tales como fiebre, pérdida de peso, sudoracion nocturna y diarrea.
Finalmente, ocurre la progresion de la enfermedad hacia el sida, que se
caracteriza por un constante aumento de la viremia, la disminucion del conteo

de LT CD4+ y por ultimo, una profunda inmunosupresion (54).

Sin embargo, el curso de la infeccion puede variar dramaticamente y en
algunos casos la progresion a sida puede presentarse rapidamente. La
progresion a sida es un proceso multifactorial, donde se imbrican factores del
hospedero, del virus y del ambiente, los que determinan si una persona
infectada habra de desarrollar rapidamente la inmunodeficiencia clinicamente
franca, o si esta persona pertenece al grupo de los no progresores a largo
plazo, que representan aproximadamente el cinco por ciento del total de los

pacientes infectados.
3.6.1 Uso de co-receptores y tropismo viral

En 1996 se identificaron los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 como
componentes principales para completar el proceso de entrada viral, ademas
del receptor celular CD4. Se observé que las variantes de VIH NIS, que
ademas eran generalmente M-tropicas, utilizaban el co-receptor CCR5 para
entrar en la célula por lo que se denominaron virus R5, mientras que a las
cepas IS y T-trépicas que utilizaban el co-receptor CXCR4 se les llamé virus X4
(55-57).

Estos hallazgos permitieron establecer la clasificacion actual para los

aislamientos del VIH-1 basandose en el uso del co-receptor. Segun esta
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clasificacion, las variantes virales R5-trépicas son las que utilizan el co-receptor
CCRS5 para la entrada viral y las X4-trOpicas las que utilizan el co-receptor
CXCRA4. Las variantes duales-trépicas son las que pueden utilizar cualquiera de

los 2 co-receptores (Figura 4) (58).
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Figura 4. Variante del VIH-1 en funcion de su tropismo viral (tomado de
Eduardo Seclén Hidalgo, 2012)

El uso de uno u otro co-receptor, o de ambos, determina el tropismo (fenotipo).
La prediccion del fenotipo viral tiene importantes implicaciones en cuanto a la
trasmision, patogénesis, caracterizacion de diferentes grados de progresion a
sida en los individuos infectados; asi como en el momento de evaluar algunas
opciones terapéuticas, como el empleo de los antagonistas del co-receptor
CCR5 (59).

Las variantes virales R5 se aislan en el 90-95% de las infecciones primarias
por el VIH. Los virus X4 son mas citopaticos, in vitro, que las cepas R5, por lo
que se especula que in vivo también podrian ser mas virulentos y citopéticos
para las células T CD4+ (60). Esto podria explicar el colapso tan rapido de la
poblacion de células T CD4+ que ocurre después que los virus X4 empiezan a

predominar, lo que conduce a la progresién rapida a sida (60).

Existen diferentes mecanismos moleculares que podrian explicar por qué las
variantes R5-trépicas son las responsables del establecimiento de la infeccion.
En primer lugar, existe una mayor expresion del co-receptor CCR5 con

respecto al CXCR4 en los tipos celulares que ocupan la mucosa genital (61,

12



62). Ademas, las particulas virales fundadoras son transportadas en primer
lugar a los ndédulos linfaticos, donde infectan células T (63, 64), que también
presentan mayores niveles de CCR5. Por ultimo, el tejido linfoide asociado a la
mucosa intestinal constituye el principal sitio de replicacion del virus en
humanos (65-70), ademas de presentar el mayor reservorio de células T CD4+
de memoria que expresan CCR5. Otro factor importante a tener en cuenta es
qgue las variantes X4-tropicas son mas susceptibles a la accién del sistema
inmunolégico debido, principalmente, a la menor cantidad de sitios de
glicosilacion que poseen en gpl20. Otra hipodtesis acerca de su emergencia
consiste en que se generan como consecuencia de una debilitacion del sistema
inmune, cuando este ya no es capaz de neutralizarlas (71-74). Los estudios
sobre la patogenicidad del VIH-1 segun su tropismo han dado resultados
controvertidos, sin resolver si las variantes X4-tropicas son naturalmente mas
patogénicas y por tanto, responsables de la progresion de la enfermedad o si la
emergencia de dichas variantes es consecuencia del deterioro del sistema
inmunoldgico, que no es capaz ya de evitar la aparicion de las mismas (75). Por
tanto, todavia se desconoce si la aparicion de variantes X4-trépicas es causa o

consecuencia del deterioro del sistema inmune.
3.7 Variabilidad genética de VIH-1

Las tasas de mutacion de los virus ARN, incluidos los retrovirus, se ha estimado
entre 102 a 10™ sustituciones por nucleétido por ronda de copia (76-78). La
base bioquimica de esta alta tasa de mutacion es la ausencia de la actividad
correctora de errores (exonucleasa 3'- 5'), en la RT, y la alta tasa de replicacion
viral (79).

La variacién genética de los virus ARN no sélo puede ocurrir por mutaciones
puntuales (transiciones y transversiones) sino también por inserciones y
supresiones, por recombinacibon homdloga y no homodloga y por
reordenamiento de segmentos en virus de genoma segmentado (80, 81). Las
poblaciones de virus ARN se replican como distribuciones complejas de
genomas diferentes pero genéticamente relacionados a los que se les
denomina cuasiespecies (76). Otros autores las describen como distribuciones
dinamicas de genomas viricos no idénticos pero genéticamente muy cercanos,

sometidos a un continuo proceso de variacion, competicion y seleccion (82).
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Las cuasiespecies constituyen un reservorio de variantes viricas, que
presentan un amplio rango de fenotipos respecto a virulencia, tropismo, cinética
de replicaciébn y composicién antigénica. El tamafio poblacional es de gran
importancia en la heterogeneidad genética. En un individuo infectado por VIH-1
pueden existir de 10° a 10 viriones, con un recambio de virus y de células
infectadas muy elevado (83). Los analisis filogenéticos basados en las
secuencias génicas del VIH-1, principalmente de los genes gag y env, han
revelado cuatro grandes grupos (84) : M,O0, N y P (6). Asu vez del grupo M se
han identificado subtipos que van del A al D, F-H, J y K (Figura 5). En los
subtipos Ay F se distinguen sub-subtipos designados como Al, A2, A3, A4y F1,
F2 (7).
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Figura 5. Relacion filogenética de los grupos M, N, O y P de VIH-1 con
varios aislados de Virus de Inmunodeficiencia en Simios (VIScpz y
VISgpr)(tomado de Knipe and Howley, 2013)

Los virus de un mismo subtipo difieren de un 15 a un 20% en el gen env,
mientras que los de diferentes subtipos difieren entre un 25 y un 35% (32). Las
secuencias nucleotidicas del VIH-1 identificadas solo tienen un 50% de
homologia con las del VIH-2. En este dltimo se distinguen 8 grupos
denominados con las letras de la A a la H (7, 85). La recombinacion constituye
una fuente adicional de variacion del VIH y desempefia un papel esencial en su
evolucion y en la expansion geografica de los subtipos. La generacion de
retrovirus recombinantes requiere que dos virus infecten una célula, bien
simultdneamente, a través de un episodio Unico de transmisién, bien de forma
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secuencial, en varios episodios. En el VIH-1, la recombinacion se puede
producir entre diferentes cepas del mismo subtipo (intra-subtipo), de distintos
subtipos (inter-subtipo) o de diferentes grupos (inter-grupo) (86, 87). La
recombinacién en los retrovirus requiere de la co-encapsidacion en cada viridon
de los ARNs gendmicos genéticamente distintos. La recombinacion entre los
genomas encapsidados en dos virus diferentes es posible solamente mediante
la infeccion productiva de una Unica célula por ambos viriones, lo que permite
la generacion de particulas heterocigéticas. En un ciclo infectivo posterior,
puede generarse un genoma recombinante mediante saltos alternativos de la

RT entre ambos genomas co-encapsidados (8).

La nomenclatura actual de CRF y los criterios para definirlas se adoptaron en
1999. Segun estos criterios, para definir una CRF, se deben caracterizar tres
virus sin relaciéon epidemiolégica entre ellos, con idénticos patrones de
recombinacién y agrupacion consistente en arboles filogenéticos. De los tres
virus se necesita tener secuenciado, al menos, dos genomas completos (=8 kb).
Las CRFs se designan con numeros consecutivos a medida que se van
describiendo, seguidos por los subtipos parentales, o cpx cuando derivan de
mas de dos subtipos parentales (8). Las FRs del VIH-1 son mucho mas
prevalentes de lo admitido hasta la fecha, con una distribucion geografica
mucho mas amplia. Esto se aplica no solo a las CRFs sino también a las URFs

9).

La recombinacién in vitro puede ligar mutaciones en el VIH-1 y aumentar la
resistencia a un determinado antirretroviral o generar virus multirresistentes
(88). Este fendmeno puede darse también in vivo. Ella puede facilitar la
adquisicion de mutaciones que compensen la pérdida de la capacidad
replicativa de estos virus, producida por mutaciones previas que causan
resistencia. La alta frecuencia de recombinantes encontrados en las zonas
donde circulan multiples formas genéticas nos advierte sobre el posible efecto
negativo del uso incontrolado de las ARVs. Esto podria potenciar la aparicion y
circulacion generalizada de cepas multirresistentes generadas a partir de la

recombinacién (89, 90).
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3.8 Epidemiologia

En el 2016 se estim6 que existian 36,7 millones de personas viviendo con el
VIH-1 a nivel mundial, de ellas 1,8 millones de personas eran nuevos
diagnésticos, con un total de 1 millones de muertes por sida a nivel global para
ese afio. Desde el comienzo de la epidemia 76,1 millones [65,2 millones—88,0
millones] de personas contrajeron la infeccion por el VIH, de los cuales 35,0
millones de personas han fallecido a causa de enfermedades relacionadas con
el sida (2).

La gran mayoria de las personas estan infectada por cepas que pertenecen al
grupo M, los grupos O y N de VIH-1 representan menos de un 1% de las
infecciones en el mundo y se han detectado casi exclusivamente en Africa
centro-occidental. El grupo O ha sido identificado en personas de Camerun y
paises vecinos, mientras que el N y P solo se ha encontrado en Camerin(91,
92).

3.8.1 Distribucion geografica de los subtipos del VIH-1

La distribucion geografica de subtipos del VIH-1 es un proceso dinamico, dada
la gran movilidad de la sociedad humana moderna. Aparecen subtipos en areas
donde no se habian descrito con anterioridad. La generaciéon de FRs contribuye
ampliamente a ésta diversidad, la que se vislumbra en aumento con la

diseminacién de subtipos a nivel global (93, 94).

La distribucion global de subtipos y recombinantes en los periodos del 2000-
2003 y 2004-2007 muestran una amplia distribucion de subtipos a nivel mundial,
con un notable incremento de CRFs y una disminucion de las URFs, asi como
un incremento global de las FRs. En el periodo 2004-2007, el subtipo C
representd cerca del total de las infecciones con un 48%, seguido por el subtipo
A (12%) y el B (11%), ademas de las FRs, CRF02_AG (8%), CRF01_AG (5%),
el subtipo G (5%), y el D (2%). Los subtipos F, H, J, K, en conjunto causan
cerca del uno por ciento de las infecciones mundiales. Las CRFs y URFs son
responsables cada una del cuatro por ciento de las infecciones globales, las
que unidas al resto de las CRFs (CRF02_AG (8%), CRFO01_AG (5%)), arrojan
un 16 %, mientras que los recombinantes todos (CRFs y URFs) representan un
20% (93).
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En Africa Central se encuentra una gran diversidad viral con la presencia de
todos los subtipos, asi como de CRFs y URFs. En Africa Occidental se
detectan todos los subtipos, sin embargo, predominan la CRF02_AG y el
subtipo G. La mayoria de la infecciones en Africa Oriental son debidas al
subtipo A. En el sudeste de Africa, Etiopia y la India, la epidemia es

exclusivamente causada por el subtipo C (93).

EL subtipo B predomina en América del Norte, el Caribe, América Latina,
Europa Central, Europa Occidental y Australia. En Europa Central y Occidental
son detectadas muchas CRFs y URFs. La epidemia en Europa Oriental y Asia
Central es dominada por el subtipo Ay B (95). En el sur y sudeste de Asia la
CRFO1_AE es responsable de la mayoria de las infecciones. En el este de Asia
la epidemia estd dominada por la CRFO7_BC, CRF08 BC, CRF01_ AE y el
subtipo B. El norte y medio Oriente de Africa, esta afectado mayoritariamente

por el subtipo B y varias CRFs (93).
3.8.2 Epidemiologia en Cuba

Hasta el cierre del afio 2016 en Cuba se habian documentado 26 361 personas
infectados con VIH-1 y 17 553 (80,7%) estaban recibiendo tratamiento
antirretroviral. Cuba se convirti6 en el primer pais del mundo en eliminar la
transmision vertical en este afio. Solo 3 casos de VIH en 148 nacimientos, para
una tasa de infeccién de un 2,0%. La transmision sexual es el factor de riesgo
mas frecuente para adquirir VIH-1 en Cuba. La transmision parental y la
exposicién constituyen otras causas de infeccion, con mucha menor incidencia.
El mayor nimero de casos son del sexo masculino con un 80,8%, y los
hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH) constituyen el 73,7%. Entre
las provincias con mayor prevalencia de la infeccion por VIH en edades entre
15 y 40 afos estan: La Habana (67%), Isla de la Juventud (49%) y Santiago de
Cuba (28%). En 2016 fallecieron 407 personas a causa del sida, 2% mas que
en el 2015 (399), de ellos el 34% tenian menos de 5 afios de diagnosticados
con VIH, el 30% eran debut sida y el 19% habian sido diagnosticados en el
propio 2016 (19).

Los diferentes estudios realizados de la epidemia cubana han identificado los
subtipos A, B, C, D, F, G, H, J, CRFO1_AE, CRF02_AG, CRFs_BG y las FRs
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complejas como la CRF18 cpx y la CRF19 cpx, asi como recombinantes
anicos, resultado de la circulaciéon de los diferentes subtipos en el pais(96),
(97),(21),(22) Algunos de estos subtipos fueron adquiridos en Africa en la
década del 70 y del 80 (23, 98).

3.9 Tratamiento antirretroviral

En los afios 90, el conocimiento de la estructura, el ciclo replicativo del VIH y la
interaccion con el hospedero, permitié el surgimiento de la terapia antirretroviral
de alta eficacia (TARVAE), como una combinacion de tres o mas farmacos
pertenecientes a dos o mas familias de farmacos antirretrovirales, la cual
llevaba a una disminucién en los niveles de ARN viral y a un aumento en el
conteo de LT CD4+ (99).

Hasta la fecha, se han aprobado 27 drogas por la FDA para el tratamiento de
los pacientes infectados con el VIH-1. Estas estan distribuidas en cinco clases
diferentes atendiendo a sus mecanismos moleculares y su perfil de resistencia:
(1) inhibidores de la RT analogos de nucledsidos (ITIAN), (2) inhibidores de la
RT no anélogos de nucleésidos (ITINAN), (3) inhibidores de la proteasa (IPR),
(4) inhibidores de la entrada e (5) inhibidores de la integrasa (IIN) (100).

En Cuba, antes de Mayo del 2001, se trataba a un numero reducido de
pacientes infectados con VIH-1 (terapia que se recibia por donacion o se
importaba). El pais comienza la produccibn de un grupo de estos
medicamentos (genéricos) en el afio 2001 y los pacientes se incorporaron al
tratamiento paulatinamente, pero no es hasta el 2003 que se logra una
cobertura total del tratamiento (101). A partir del afio 2004 (Proyecto Ronda 6
del Fondo Mundial) el pais adquiere otro grupo de medicamentos que le
permite diversificar la terapia y posibilita su empleo en pacientes con mala

respuesta al tratamiento.

Las directrices de la Organizacion Mundial de Salud (OMS) sobre el tratamiento
ARV del afio 2015 recomiendan: "tratar a todos" y realizar la profilaxis pre-
exposicion (PreEP), lo que significa tratar a muchas mas personas (112). La
calidad del tratamiento debe incluir la prevencién de la transmision de cepas
resistentes y el cambio inmediato de regimenes fallidos. Si el escalado del

tratamiento esta acompafiado de regimenes fallidos y cargas virales no
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suprimidas, existe el riesgo de un incremento de las cepas resistentes. Esto, a
su vez, puede poner en riesgo los actuales regimenes de ARV y aumentar el
costo del tratamiento exitoso, lo que lleva a mas muertes y compromete la

sostenibilidad de los programas de tratamiento (112).

Una buena adherencia al tratamiento puede suprimir la replicacién viral por
décadas reduciendo entonces la morbi-mortabilidad y aumentando la calidad y
expectativa de vida de los individuos infectados; sin embargo, la terapia no
elimina la infeccion por VIH-1, que es considerada crénica y sin cura (112).

3.9.1 Inhibidores de |la Entrada

La entrada viral es el primer paso del ciclo de replicacién del VIH y por tanto
representa una importante diana para la busqueda de nuevos farmacos para el
tratamiento de la infeccidon. Este primer paso involucra una serie compleja de
interacciones entre las glicoproteinas de superficie y de transmembrana del
virus y los receptores y co-receptores presentes en la membrana celular. Estas
interacciones culminan con la fusién de las membranas y la liberacién del virus

en el citoplasma (102, 103).

Los inhibidores de la entrada estan constituidos por un grupo heterogéneo de
agentes que pueden actuar en cualquiera de las diferentes etapas del proceso
de entrada viral: 1) union de la glicoproteina gp120 de la envoltura viral al
receptor CD4, 2) union de gpl20 a los receptores de quimiocinas CCR5 o

CXCR4 y 3) fusion de la membrana viral y celular (104).

El inhibidor de la fusién enfuvirtida (T-20) y el antagonista de CCR5, MVC, son
hasta el momento los Unicos inhibidores de la entrada aprobados para el
tratamiento de la infeccion por VIH. Desde la aprobacion de nuevos
antirretrovirales orales de gran eficacia como darunavir, raltegravir, maraviroc y
etravirina, el uso de T-20 se ha restringido fundamentalmente a pacientes con
opciones terapéuticas muy limitadas (105).

3.9.1.1 Antagonista de CCR5

Los antagonistas de los receptores de quimiocinas inhiben alostéricamente la
union de la glicoproteina gpl20 del VIH al co-receptor celular CCRS5,

impidiendo la entrada del virus a la célula. Ellos provocan un cambio
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conformacional que impide la interaccion con la region V3 de la envoltura de
viral (106). Debido a su mecanismo de accion, la actividad antiviral de los

antagonistas de CCR5 esta limitada a variantes R5-tropicas del VIH-1.

El MVC es el primer antagonista de CCR5 con potente actividad antiviral
aprobado en el afio 2007 por la FDA, el cual bloguea la interaccién entre el
VIH-1 y el co-receptor CCR5 en células inmunes sanas, evitando que ciertas
cepas (R5-trépico) del VIH entren e infecten a la célula. Actualmente, este
farmaco es el unico inhibidor del co-receptor CCR5 que ha sido aprobado para
uso clinico (107). Se puede utilizar en pacientes infectados que no han
recibido tratamiento antirretroviral, pero preferiblemente se reserva para
aquellos que han experimentado fracasos terapéuticos después de terapias
antirretrovirales tradicionales (108). Actualmente est4d bajo investigacion,
ademds, el cenicriviroc, que se encuentra en ensayos Fase Il y parece

bloquear el receptor CCR2, también empleado por este virus (105).

Los regimenes de tratamiento con MVC pueden usarse menos que otros
regimenes, debido a que su uso presupone como requisito un ensayo inicial de
tropismo. Ademas, hay actualmente disponibles una gran seleccion de
regimenes de tratamiento tolerables que no requieren genotipificacion antes de
Su uso. Estos regimenes de tratamiento pueden estar basados en ITIAN,
ITINAN, IPR/potenciados e IIN (107, 109).

3.10 Resistencia a los antirretrovirales

Una de las principales razones para el fracaso de la terapia antirretroviral es el
desarrollo de cepas resistentes de VIH. Cuando los niveles farmacolégicos no
son suficientes para controlar la carga viral (CV) y suprimir la replicacion se
puede producir la seleccion de cepas resistentes que con el tiempo se

convertiran en las poblaciones predominantes (24, 110).

La menor suceptibilidad a un farmaco generalmente depende de la presencia
de cambios genéticos en el genoma de virico, que supone una alteracién de la

enzima diana del medicamento (111).

El VIH se hace resistente debido a una o mas mutaciones en las regiones del
genoma viral que codifican para las moléculas blanco de los ARV. Esto da

como resultado la produccién de proteinas ligeramente diferentes en estructura
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y aunque todavia funcionan en la replicacion, ya no son blancos efectivos para

los agentes ARV y la susceptibilidad del virus se reduce (111).

En el altimo reporte de OMS se revela que en seis de los once paises donde se
estudiod la resistencia antirretroviral, tanto de Africa, Asia y América Latina, mas
del 10% de las personas presentaban una cepa resistente a algunos de los
medicamentos ARV (112).

Se ha observado que las mutaciones asociadas a resistencia pueden ser
fijadas en el genoma viral y ser transmitidas a nuevos hospederos, lo cual
generard una poblacion viral intrinsecamente resistente a uno o0 varios
medicamentos antirretrovirales, que posteriormente se traducird en falla
virologica en este individuo (113). Por ello, comprender los mecanismos de
resistencias es fundamental para lograr una TARVAE Optima (114).

La resistencia a los antirretrovirales puede dividirse en dos clases : resistencia
primaria, comun en un individuo recién infectado y resistencia secundaria, que
aparece luego de un periodo bajo terapia, dada por la presion selectiva que
ejerce el farmaco sobre el virus (7). El grado de resistencia que presentan los
antirretrovirales depende de la barrera genética de cada farmaco en particular o
grupo de ARVs, la que esta definida por el nUumero de mutaciones que se
requiere para provocar resistencia. Los farmacos con baja barrera genética
pueden requerir de una sola mutacion para producir resistencia. La alta barrera
genética, en cambio, estd definida por un gran numero de mutaciones
necesarias para producir resistencia (114). El monitoreo virolégico de rutina en
los pacientes bajo terapia ARV es importante para la deteccion temprana de
fallo al tratamiento, asi como la prevencion del desarrollo de mutaciones (115).

En la actualidad existen varias técnicas, estudios genotipicos y fenotipicos,
para realizar el andlisis de la resistencia. Los ensayos genotipicos de
resistencia habituales detectan mutaciones si estas estan presentes en mas de
un 20% de la poblacion viral (114, 116) .

3.10.1 Resistencia a los antagonistas de los co-receptores

Como con cualquier antirretroviral, la resistencia a ellos es inevitable, sin
embargo, su perfil de resistencia es diferente a cualquier otra clase de

antirretrovirales, ya que ellos se unen a una proteina de la célula huésped, no a
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una proteina viral. Los posibles mecanismos de resistencia que la literatura
comenta son: 1) conmutacién de tropismo (utilizacion de CXCR4 en lugar de
CCRS5 para la entrada), 2) aumento de la afinidad por el co-receptor CCR5, 3)
utilizacion del co-receptor aun en presencia de su agonista natural, y 4)
incremento de la entrada del virus a la célula (117). La razon mas comun para
el fracaso de la terapia con este compuesto es la emergencia de variantes
virales minoritarias, no detectadas, que utilicen el receptor CXCR4 (118).

El perfil de resistencia a MVC es muy complejo, pero la mayoria de las
mutaciones se presentan en la region del lazo V3 y en las regiones V2, C3, y
V4 de la gp120, asi como también en la gp41 (105). Se conocen un grupo de
mutaciones presentes en CCR5 que afectan ligeramente la capacidad de CCR5
de unirse a su ligando o la habilidad del virus para utilizar esta molécula como

co-receptor (119).

Estudios in vitro han demostrado que no existe una relacién entre el subtipo

viral y la resistencia a los antagonistas de los co-receptores (7).

La resistencia a MVC a menudo ocurre cuando se selecciona un virus de VIH-1
con tropismo X4, previamente no detectable, bajo presion del tratamiento con
este farmaco. Esto ocurre cuando los virus R5-trOpicos, que constituyen
previamente la mayoria de las especies virales, son suficientemente
reprimidos. Sin embargo, no existe hasta el momento ningun patrén establecido

de mutaciones que pueda ayudar a predecir la resistencia.

Las mutaciones mas comunes que se han reportado ocurren en la tercera
region variable (V3) de la gp120 y son: sustituciones de glicina (G) a arginina
(R) en la posiciéon 11 (G11R), prolina (P) a R en posicion 13 (P13R) y alanina a
lisina (K) en la posicion 25 (A25K) (105). Otros estudios in vitro han demostrado
que las mutaciones en el bucle V3 de gpl20 por lo general no confieren
resistencia completa a MVC (105), sino que se necesita la cooperacion de
varias mutaciones. Ademas de las mutaciones descritas anteriormente se han
descrito las susituciones de alanina a treonina en la posicion 316 (A316T),
isoleucina a valina en la posicion 323 (1323V) y alanina a serina en la posicion

319 (A319S) por secuenciacion genética de aislamientos primarios de subtipos
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B y G de VIH-1. También se produjeron deleciones de isoleucina y serina en

posicion 315 y posicién 317, respectivamente (105).

Todavia se conoce poco acerca de la relacion que existe entre las mutaciones
en el co-receptor CCR5 y la reduccion de la susceptibilidad frente a una
infecciébn por cepas R5. Por lo tanto, conocer la secuencia de genes del
receptor CCR5, acompafiado de los datos epidemioldgicos, es relevante a la
hora de comenzar una terapia en la que se utilicen esta nueva clase de droga
(120).

3.11 Ensayos genotipicos para detectar resistencia a los

inhibidores de los co-receptores

La literatura describe la existencia de una correlacién entre la presencia de
mutaciones que confieren resistencia y la pérdida de la eficacia antiviral, lo que
permite considerarlas un marcador precoz de fracaso terapéutico aun antes de

que ocurra una elevacion de la CV (115, 120, 121).

Las variantes resistentes pueden detectarse mediante técnicas genotipicas o
fenotipicas. El primer método se basa en el andlisis de la secuenciacion o ultra
secuenciacion de la region V3 de env que esté fuertemente asociado al uso de
co-receptores, el que se torna complejo en el momento de interpretar los
resultados. El fenotipico se basa en cocultivos de células mononucleares de
sangre periférica de pacientes infectados o utilizando virus recombinantes, lo
que implicaria la disponibilidad de un laboratorio con nivel 3 de bioseguridad.
La seleccion del método se basa en las condiciones locales, el costo y el

tiempo del que se disponga (103).

Cuando se detecta un fallo virolégico en un paciente deben realizarse las
pruebas de resistencia en el momento en que la TARVAE este activa (122), ya
que la poblacion viral resistente sera sustituida por otra sensible a las pocas
semanas de retirar los farmacos. Los resultados de estas pruebas se deben
interpretar teniendo presente los estudios previos de resistencia, la historia
terapéutica y la adherencia del paciente (122). Entre las técnicas mencionadas
anteriormente, las pruebas genotipicas son mas sencillas, rapidas y accesibles
para la mayor parte de laboratorios y permiten la deteccion de mutaciones

antes de que se detecten cambios de susceptibilidad en las pruebas fenotipicas.
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La secuenciacion del lazo V3 (compuesta por 35 aminoacidos) de la gp120 es
el método que se elige con mayor frecuencia porque es mas accesible y
requiere poco tiempo para su realizacion (123).

Para el andlisis de la resistencia a los antagonista de los co-receptores, desde
principios de los afios noventa, se han descrito y desarrollado diferentes reglas
y algoritmos, entre las que podemos citar: la regla 11/25, la regla de la carga
neta, WetCat, Geno2pheno (G2P) coreceptor, WebPSSM, FortinbrasPSSM, y
métodos combinatorios (124).

La regla 11/25 fue el primer algoritmo de interpretacion propuesto, ademas de
ser uno de los méas sencillos y populares. Dicha regla se basa en la
observaciéon de que aquellos aislados que presenten aminoacidos basicos
como la arginina (R) o la lisina (K) en las posiciones 11 y/o 25 se asocian con
un fenotipo X4-trépico. La ausencia de R o K en estas posiciones se asocia
con un tropismo R5-tropico (125). En general, se ha observado que esta regla
presenta una gran especificidad (80-90%) pero baja sensibilidad (30-40%) para
clasificar virus X4-tropicos. Mas recientemente, se ha propuesto una
modificacion de la regla 11/25 que mejora el valor predictivo para la
determinacion del tropismo (126). Se trata de la regla 11/24/25 que considera
una variante como X4-tropica cuando en la posicion 11, 24, 6 25 aparece algun
aminoacido basico, en caso contrario se identificard como R5-trépica (127).

Se recomienda la determinacion del tropismo del VIH-1 en las siguientes
situaciones clinicas: cuando se considera incluir antagonistas de CCR5 en la
terapia, en un fallo a la terapia con MVC, por baja tolerancia o alta toxicidad
con disfunciones neuroldgicas, en diagnosticos recientes 0 en pacientes no

tratados antes de comenzar una terapia (123).

En general, la minimizacién del tiempo entre la evaluacion del tropismo viral y
el comienzo de la terapia es crucial para obtener una respuesta Optima ante un
tratamiento con antagonistas de CCR5 (106, 128). Todavia se conoce poco
acerca de la relacion que existe entre las mutaciones presentes en el lazo V3
de la glicoproteina viral gp120 y el cambio de tropismo o la resistencia a los
antagonistas de los co-receptores. Igualmente sucede con la posible relacion
entre las variantes genéticas y los fenotipos virales. Por lo tanto, estudiar la
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secuencia de genes del lazo V3 de la gpl20 del VIH-1 de las variantes
genéticas cubanas, asi como sus mutaciones y su posible asociaciéon con
variables virales, epidemiolégicas y clinicas es relevante para comprender
mejor la epidemia del VIH en Cuba; especialmente si se considerara incluir en
el futuro antagonistas de CCR5 en la terapia antirretroviral cubana para tratar

las infecciones con variantes R5 de VIH-1.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseino del estudio y universo.

Se realiz6 un estudio analitico de corte transversal para -caracterizar
genéticamente la regiéon C2-V3 de la molécula gp120 del VIH-1 en muestras
cubanas recibidas para estudios de resistencia a la terapia antirretroviral, en el
Laboratorio de Infecciones de Trasmision Sexual (ITS) del Departamento de
Virologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), en el periodo de
enero del 2015 a julio del 2016.

Criterios de inclusién:

- Aceptacion de los pacientes para formar parte de la investigacion (firma del

consentimiento informado).

- Haber amplificado mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) el
gen pol durante la realizacion del estudio de resistencia a la terapia
antirretroviral. El limite de sensibilidad de esta PCR es de 1000 copias/mL

(valor de carga viral del paciente).

- Que el resultado del subtipo viral detectado en el gen pol arrojara que la
muestra tenia alguno de los subtipos mas representativos de la epidemia
cubana de VIH-1: Subtipo B, CRFs_BG (BG_20, 23, 24), CRF19_cpx,
CRF18_cpx.

- Disponibilidad de 1 mL de plasma para la amplificacién del gen env del VIH y

posterior secuenciacion de un fragmento de la regién C2-V3.
4.2 Obtencion de la informacion.

La informacién clinica, inmunoldgica y virologica de los pacientes en estudio se
obtuvo de una encuesta o modelo de recogida de informacion que se realizé a
cada uno de ellos en el momento de toma de la muestra (Anexo 1), de la base
de datos SIDATRAT (Base de datos de individuos seropositivos al VIH) y de los
resultados del subtipo viral obtenidos en el Laboratorio de ITS del IPK a partir de

la secuenciacion y analisis del gen pol (Tabla 1).
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Tabla 1. Operacionalizaciéon de las variables epidemioldgicas, clinicas y

viroldgicas que se incluiran en la planilla de recoleccién de datos

ariables

Sexo

Edad

Orientacion
sexual

Regién de
residencia

Fechade
diagnéstico de
VIH-1

Carga viral de
VIH-1

Conteo de células
T CD4".

Prediccion del
Fenotipo viral

Subtipo de VIH-1

Mutaciones en la
region V3 de
gp120 del VIH-1

SIDA al diagnético
de VIH-1

SIDA actual

Progresion a sida

Tipo
Cualitativa
nominal
dicotoémica

Cuantitativa
continua

Cualitativa
nominal

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

Cuantitativa
discontinua

Cuantitativa
discontinua

Cualitativa

nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
continua

Escala

E
M

<15
15-45
>45

HSH
HT

La Habana
Regién Occidental
Regién Central
Regién Oriental

Mes y afo

<1000
100-10000
>10000
<200
200-350
>350

R5
R5X4
X4

A B,CD,F, G, H,
URFs, CRFs
(CRF18_cpx,
CRF19_cpx,

CRFs_BG 20, 23y 24).

Si tiene
No tiene

Si tiene
No tiene

Si tiene
No tiene

<3 afios (Progresion
rapida)

3-10 afios (Progresion

normal)
No sida

Descripcion
Segun sexo bioldgico.

Se tuvo en cuenta la edad cumplida
en afios al momento de la toma de
muestra.

Disposicion o conducta de mantener
relaciones sexuales con personas de
su propio sexo y/o del sexo opuesto.

Lugar de residencia, segiin encuesta
epidemioldgica realizada a los
pacientes

Mes y afio de la fecha en que fue
confirmada la infeccion por VIH-1.

Cantidad de particulas virales por
mililitros de sangre (copias/mm3) al
momento de la toma de la muestra.

Conteo de LT CD4" (células/mm?®) al
momento de la toma de muestra.

Habilidad del virus para unirse a los
co-receptores celulares CCR5 y/o
CXCR4, determinada mediante la
herramienta bioinformatica G2P.

Subtipo viral de VIH-1 con el cual se
encuentra infectado el paciente
estudiado.

Presencia de mutaciones que
confieren resistencia a Maraviroc y/o
cambio de tropismo (posiciones 11y
25), carga neta y mutaciones
especificas de cada subtipo viral.

SIDA al momento del diagnostico de
la infeccion por VIH.

SIDA al momento de la toma de la
muestra.

Tiempo transcurrido entre la fecha de
infeccion y el comienzo de la fase
sida.

Debut sida: pacientes que al
diagnostico de VIH o en el primer afio
de diagndstico clasifican como
paciente en estadio sida.
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Un total de 73 muestras de pacientes fueron incluidas en la investigacion. Los
resultados del subtipo de VIH-1 en la region del gen pol se obtuvieron a partir
del analisis de las secuencias realizado como rutina en el laboratorio de ITS
para los ensayos de resistencia y subtipo, que abarca un fragmento de 1300
pares de bases (pb) que se corresponde con los codones 1-99 de la PR y 1-335
de la RT .Segun el andlisis de secuencia para este gen, las muestras habian
sido subtipadas como se describe a continuacién: CRF19_cpx, 24 (32,9%); B,
20 (27,4%); CRFs_BG 20-23-24 (27,4%) y CRF 18 cpx, 9 (12,3%).

4.3 Aspectos éticos.

Esta investigacion forma parte de un proyecto de Ciencia Técnica Asociado a
Programas titulado: “Vigilancia de la resistencia antirretroviral (ARV) y
evolucién molecular del VIH en Cuba” y ha sido aprobado por el Comité de
Revision de Etica Médica del IPK (CEI-IPK 08-12).

El estudio se realiz6 de acuerdo con la ultima revision de la Declaracion de
Helsinki y lo establecido por las normas éticas, institucionales y regionales, de
la medicina actual. Los individuos, después de recibir toda la informacion
necesaria a través de charlas y material escrito, decidirdn si participaran o no
en el estudio. El personal médico le explicé al paciente durante la consulta de
atencion los aspectos relacionados con la ejecucion del estudio asi como la
importancia del mismo; empleando un lenguaje claro y sencillo para facilitar su

comprension.

El personal médico también solicité al participante la firma del Consentimiento
Informado (Anexo II); asimismo le comunicO que podia retirarse del estudio sin
perjuicio alguno en el momento que lo deseara. Se entregé ademas una copia
del consentimiento informado a cada uno de los participantes. Luego de
manifestar su completa disposicion a participar en el estudio, se realizé una
entrevista y un examen fisico por un personal médico calificado. Esta
informacion se recogié en un modelo de recogida de informacion previamente
elaborado. Toda la informacion individual relacionada con los sujetos quedd
debidamente custodiada por los responsables del estudio, de forma tal que se
garantizo la absoluta confidencialidad de los datos personales.

El trabajo de laboratorio se llevd a cabo teniendo en cuenta las buenas
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practicas de laboratorio y las medidas de bioseguridad. Las muestras clinicas
se procesaron en gabinetes de seguridad clase Il, segun la clasificacion del
Centro Nacional de Seguridad Biol6gica de Cuba para el trabajo con virus.

El personal médico, que atendi6o a los pacientes con VIH, tuvo derecho a

conocer los resultados derivados del diagnéstico.
4.4 Procesamientos parala recoleccién de muestras.

4.4.1 Obtencion y procesamiento de las muestras clinicas

Para obtener 5 mL de plasma, se centrifugaron 10 mL de sangre (obtenidos a
través de puncion venosa) durante 10 min a 1500 rpm y 4°C. Una vez separado
el plasma, se realizaron alicuotas de 1mL, las cuales se almacenaron a -80°C

hasta su utilizacion.
4.4.2 Extraccion del ARN viral.

Se tomd 1mL de plasma por cada paciente y se centrifugd 14000 rpm durante
una hora a 4°C. El sobrenadante se descart6 dejando so6lo 140 pL, con el que
se disolvié el sedimento mediante vortex por 15 segundos. Una vez disuelto se
emplearon los 140 uL para la extraccion del ARN viral, siguiendo el protocolo
estandar para extraccion de ARN descrito por el fabricante, utilizando el

estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit, de manera manual o automatica

(Extractor automatico QlAcube, Alemania). EIl ARN extraido se conservo a -

80°C hasta su utilizacién en la RCP.
4.4.3 Reverso Transcripcion y PCR (RT-PCR) del gen env (gp160).

Sintesis y amplificacién del ADNc: La RT del ARN viral a ADNc y la posterior
amplificacion mediante RCP de los 3876 pb del gen env completo (gp 160) se
llevé a cabo utilizando el estuche comercial Super Script™One-Step RT-PCR

System with Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen™, EU). La mezcla de

reaccion se preparo en las siguientes condiciones:

v 25 pL de Buffer 2X Reaction Mix, (0,4 mM de cada Desoxi-
ribonucledtidos trifosfatados (ANTP) y 2,4 mM de MgSO4).

v" 0,5 uL de cada cebador: KVL008 y KVL009 a 20 uM cada uno.

v' 10,5 uL de MgSO,4 a 5 mM.
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v 1 uL de la enzima SuperScriptTM Ill RT/Platinum® Tag High Fidelity
100run (Invitrogen TM, EU).

v' 0,25 uL de Inhibidor de RNasa a 40U/uL (Roche, Alemania).
v" H,0 hasta completar un volumen final de 40 pL.

Finalmente a esta mezcla se le agregaron 10 pL del ARN extraido. La reaccion
de RT-PCR se realizd bajo las condiciones de ciclaje que se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de la RT-RCP

Transcripcién reversa. 55°C 30 min

Desnaturalizacion inicial 94°C 2 min
40 ciclos de:

Desnaturalizacion. 94°C 15s

Hibridacién de los 52°C 30s

cebadores

Extensién. 68°C 4 min

Fin de los ciclos
Extensioén final 68°C 5 min

Almacenamiento 4°C 12 horas
4.4.4 PCR anidada de laregion gp120.

La amplificacion de los 2346 bp del gen que codifica para la proteina gp120 del
VIH-1 se realizé utilizando el estuche comercial Expand High Fidelity (HF) PCR

System (Roche, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La

mezcla final de reaccién se preparé de la siguiente manera:
v' Expand HF Buffer 10X (Roche,Alemania)
v' 2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs

v' 0,4 uM del cebador AV317: 5'- TCAAGCAGGACATAAYAAGGTAGG-3'y
0,4 uM del cebador AV323: 5'- CTGCTCCYAAGAACCCAA-3

v' 2,6 U de la enzima Expand HF (Roche,Alemania)
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Se utilizaron 2 pL del producto de amplificacién del gen env obtenido durante la
reaccion de RT-PCR.

Las condiciones de ciclaje se describen en la Tabla 3. Este protocolo,
incluyendo la RT-PCR (gp160) y la PCR anidada (gp120), fue descrito por Van
Leathem y cols. en el afio 2005 (129).

Tabla 3. Condiciones de la PCR anidada.

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
10 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°C 15s

Hibridacion de los 55°C 30s

cebadores

Extensién 68°C 3 min

40 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°C 15s
Hibridacion de los 55°C 30s
cebadores

Extension 68°C 3 min*

Fin de los ciclos.
Extension final 72°C 10 min

Almacenamiento 4°C 12 horas
* Incremento de 5s en cada etapa de extension.
4.4.5 Analisis de los productos de las PCR anidada del gen env.

Para analizar los productos obtenidos en la PCR anidada se tomaron 10 pL de

los mismos mas 2 uL del indicador de corrida (Blue/Orange 6 X loading Dye,

Promega, EU) y se aplicaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio (BDH, 0,1 pg/mL). Este gel se sometié a una electroforesis horizontal
utilizando como tampon de corrida TBE 1X (0,4 M de Tris; 0,5 M de acido
borico y 0,01 M de acido etilendiaminotetracético. La corrida se realiz6 a 120 V
durante 30 min. Las bandas de ADN amplificadas se visualizaron mediante un
transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-Vision TM). La talla
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correcta de la amplificacion se determind mediante la comparacion con el

patron de migracion del marcador de peso molecular 1kb DNA Stepladder

(Promega, USA). Ademas se utilizaron controles positivos (C+), constituidos por
una muestra de plasma que contenga VIH y que previamente habia sido
probada, asi como controles negativos (C-) constituidos por agua en vez de
ADN. Ambos fueron incluidos en cada ensayo desde el paso de extraccion del
ARN con el objetivo de descartar posibles inhibiciones o contaminaciones en la
PCR.

4.4.6 Purificacion y secuenciacion de los productos de la PCR

anidada.

Los productos amplificados de la regiéon gpl20 del gen env se purificaron
utilizando el estuche comercial QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN,
Alemania), siguiendo el protocolo indicado por los fabricantes.

Para secuenciar el fragmento de 144 pb que codifica para la region C2-V3 de la
gpl20, se emplearon dos reacciones de secuencia por cada producto
purificado de la PCR anidada. Para las reacciones de secuenciacién se
prepararon mezclas constituidas por 1 pL de cada uno de los cebadores de
secuencia (AV306: 5-TGTCAGCACAGTACAATGTACACA-3; AV309: 5-
CARTAGAAAAATTCYCCTCYA CA-3), 8 uL de la mezcla de reaccion de
secuencia DTCS Quick Star Master Mix (Dye Terminador CycleSequencing
(DTCS) Quick Start Kit (BeckmanCoulter, USA), 5 uL de ADN purificado y 6 pL
de H,0, hasta completar 20 pL de reaccion. Para esta reaccion se realizaron
50 ciclos: 96°C por 30s, 50°C durante 20s y 60°C por 4 min.

Una vez concluida la reaccion de secuencia, se realizé la purificacion de los
productos siguiendo el protocolo descrito en el estuche comercial DTCS Quick
Star Master Mix (Beckman Coulter, EU).

La separacion de los productos obtenidos en la reaccion de secuencia se
realizé en un secuenciador automatico Beckman Coulter modelo CEQTM8800
utilizando el procedimiento de analisis de datos crudos para productos de PCR.
Los cebadores y protocolos de la region de la envoltura fueron reportados por
Van Leathem y colaboradores en el 2005 (129).

32



4.4.7 Edicion de las secuencias.

Las dos secuencias obtenidas de la region C2-V3 del gen env de cada ADN se
ensamblaron y editaron utilizando el programa Sequencher™Version 4.9

(Genes Codes Corporation, USA), usando como referencia la secuencia
nucleotidica de la cepa de VIH-1 B.FR.83.HXB2_LAIl IlIB_BRU.K03455. Al final
se obtuvieron secuencias consensos de cada muestra de los pacientes

analizados.
4.4.8 Clasificacion por subtipos.

Las bases de datos COMET  version 2 (disponible  en
(http://comet.retrovirology.lu)  (130), y REGA version 3 (disponible

en http://bioafrica.mrc.ac.za:8080/ Rega-genotipo-3.0.2/VIH/typingtool /) (131,

132) se utilizaron para realizar la clasificacion inicial del subtipo de las

secuencias.
4.4.9 Analisis filogenético.

Dado que la epidemia cubana se caracteriza por un alto nimero de CRFs y
URFs (23), todas las asignaciones se confirmaron con analisis filogenético
manual. Las secuencias fueron alineadas utilizando MUSCLE y editadas
minimamente con Mega 6 (133). La historia evolutiva se infirio utilizando el
meétodo de maxima verosimilitud, basado en el modelo de Tamura-3 parametros
del programa Mega 6. El arbol consenso, inferido a partir de 1000 réplicas, se
utilizé para representar la historia evolutiva de las secuencias analizadas. Las
distancias evolutivas fueron computadas utilizando el método de Tamura-3
parametros, el porciento de variacion entre los sitios fue modelado con
distribucion gamma. Se utilizaron 12 secuencias de referencias de los subtipos
incluidos en el analisis, para establecer los diferentes subtipos de VIH-1 (con
un total de 298 nucledtidos) que se compararon con las secuencias cubanas

obtenidos en este estudio.

Las secuencias inicialmente clasificadas como CRF20 BG, CRF23 BG o
CRF24 BG fueron nombradas CRFs BG, debido a los puntos de
recombinacién similares en la regién pol y la falta de puntos de recombinacién
en la regiébn env (22). El subtipo asignado por ambas herramientas

bioinforméticas fue confirmado mediante analisis filogenético.
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4.4.10 Prediccion del fenotipo viral.

El tropismo viral se predijo utilizando la herramienta genotipica G2P version 2.5
[co-receptor] (http: //coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg de.). Sobre la base de las
directrices alemanas, los tropismos se dividieron en tres grupos de acuerdo con
el la probabilidad de identificar incorrectamente un virus R5 como X4 . Una tasa
de falsos positivos (FPR) <5% son principalmente X4 y = 20% son
principalmente las variantes R5. Por lo tanto, clasificamos secuencias del lazo
V3 con FPR = 20% como virus R5, con FPR >5% y<20% como virus con
tropismo dual (R5X4) y con FPR <5% como virus X4 como se describio
anteriormente (26, 134, 135).

Las mutaciones que confieren cambio en el tropismo viral se analizaron
manualmente. La carga neta de V3 se calculé restando residuos de carga
negativa [acido aspartico (D) y acido glutdmico (E)] de los cargados
positivamente [arginina (R) y lisina (K)] en el lazo V3. Una carga neta positiva
de V3 = 5 fue considerada como predictiva de tropismo X4, mientras que una
carga positiva por debajo de 5 fue predictiva de tropismo R5 (136). Por otra
parte, también se realizo el andlisis de acuerdo con la regla 11/25, donde se
considera que la presencia de aminoéacidos cargados positivamente (R o K) en
las posiciones 11 o 25 del lazo V3 es predictiva de tropismo X4 (136). Se
identificaron manualmente las mutaciones asociadas a resistencia a MVC en el
lazo V3, segun lo publicado en la literatura (105), ya que no existe ningun
algoritmo establecido para la deteccion de estas mutaciones de manera

automatica.
4.4.11 Analisis estadistico.

Se confecciond una base de datos en Excel. La media, la desviacion estandar
(SD), la mediana, el rango inter-cuartil (RIC), y las frecuencias (%) se utilizaron
para describir las caracteristicas de los pacientes. Las pruebas de X° y de
Fisher se utilizaron para comparar variables categoéricas y continuas. Se
estimaron las Razones de Desigualdad (OR) y su intervalo de confianza (IC)
del 95%. Un valor de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando la version de software

estadistico SPSS 18 (SPSS Inc., Chicago, IL). Para realizar las comparaciones
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entre variables cuantitativas se utilizaron las pruebas de Anova y Mann Withney

(Programa Graph pad prism 5).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas generales de los pacientes estudiados

La mayoria de los pacientes analizados en el estudio eran del sexo masculino
(74%), de orientacién sexual HSH (67,1%) y residentes de la Habana (64,4%),
con una mediana de la edad de 38,4 afios (Tabla 4), lo cual coincide con los
datos publicados por la Vice direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud
Publica de Cuba hasta el cierre del afio 2016, donde se reporta que la epidemia
de VIH afecta mas al sexo masculino, el que representa mas de las tres cuartas
partes de toda la epidemia (80,8%). Los HSH constituyen el 73,7% de todos los
casos diagnosticados y el 89,9% entre los del sexo masculino. Entre las
provincias con mayor prevalencia de la infeccion por VIH en edades entre 15y
40 afnos estan La Habana (67%), Isla de la Juventud (49%) y Santiago de Cuba
(28%) (19).

El 94,5% de las muestras procesadas pertenecian a pacientes que reciben
TARVAE, ya que el laboratorio de ITS del departamento de Virologia realiza la
vigilancia de la resistencia ARV en pacientes tratados. A nivel nacional se
registra que 17553 individuos se encuentran recibiendo Terapia Antirretroviral,
para un 80,8% de cobertura nivel nacional (19). ElI promedio de afios de
diagnéstico de VIH, al momento de la toma de muestra era de 8,4 afios y solo
el 12,3 % tenia diagnostico reciente por lo que la mayoria las muestras
pertenecian a pacientes con mas de 10 afios de diagnosticados, seguidos por
los que tenian de 5-10 afios. A medida que se prolonga el tiempo de
diagnéstico de VIH, existen mas probabilidades de estar en tratamiento y, por
ende,que aparezcan mutaciones de resistencias y fallo a la terapia ARV. Es
predecible entonces, que entre los pacientes estudiados, predominaran
aquellos con mas de 5 afios de tratamiento.

36



Tabla 4. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e inmunoldgicas de los

pacientes estudiados

Edad: mediana (RIC)
<15

15-30

>30-45

>45-60

>60

Desconocido

Sexo

Masculino

Region de residencia

La Habana

Oeste (excluida Habana)

Centro

Este

Desconocido

Orientacién sexual

HSH

Afios de Diagndstico de VIH: mediana (RIC)
<1 afo (Diagndstico reciente)

>1-3 afios

>3-5 afios

>5-10 afos

>10 afos

Desconocido

Tratado con ARV

SIDA al diagndstico de VIH

SIDA actual

Evolucion a SIDA a partir del diagndstico
<1 afo

1-3 afios

>3 afios

No sida

Desconocido

Carga viral en copias/mL: mediana (RIC)
<1000

1000-10000

>10000-100000

>100000

Desconocido

Conteo de CD4 en células/mL: mediana
(RIC)

<200

200-350

350-500

>500

Desconocido

73 100,0
38,4 (29,9-47,6)

2 2,7
17 23,3
30 41,1
20 27,5

2 2,7

2 2,7
54 74,0
47 64,4
11 15,1

8 11,0

5 6,8

2 2,7
49 67,1

8,4 (2,9-13,6)

9 12,3

9 12,3

3 4,1
20 27,5
30 41,1

2 2,7
69 94,5

8 10,9
46 63,0
19 26,0

8 10,9
19 26,0
25 32,4

2 2,7

43000 (11000- 170000)

3 4,1
13 17,8
30 41,1
25 34,3

2 2,7

214 (77-298)

34 46,6
21 28,8
11 15,1

6 8,2

1 1,3
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El 63% de los pacientes estudiados tenian sida, de ellos, el 10,9% fueron
clasificados como sida desde el momento del diagndstico de VIH, el 26%
durante el primer afio del diagndéstico de la infeccion y el 36,9% en los primeros
tres afos. En Cuba se informé que en el afio 2016 fallecieron a causa del sida,
407 pacientes. De ellos, el 34% tenian menos de 5 afios de diagnosticados con
VIH, el 30% eran debut sida y el 19% habian fallecido el mismo afio en que se
diagnosticaron (19), lo que concuerda con las caracteristicas de los pacientes
del presente estudio. Desde hace al menos una década, se ha venido
describiendo una cifra significativa de pacientes que al momento del
diagnéstico de VIH ya se encuentran en fase sida o desarrollan sida en menos
de tres afios después del diagndstico. Kouri y col., (137) describen la rapida
progresion a sida en individuos infectados con la variante viral CRF19_cpx, una
de las formas genéticas de VIH-1 de mayor prevalencia en la isla, lo que podria
justificar parcialmente este hallazgo, sin descartar la posibilidad del diagnéstico

tardio en algunos pacientes.

La CV plasmaética es el principal parametro para el seguimiento de la TARVAE.
Se considera que hay un fracaso viroldgico cuando la CV es detectable
pasadas 24 semanas desde el comienzo del tratamiento ARV, o si tras hacerse
indetectable ésta vuelve a aparecer (valores >50 copias/mL) en dos
determinaciones consecutivas separadas entre 2-4 semanas (138).

La mediana de la CV del VIH en los pacientes estudiados fue elevada (43000
copias/mL), exhibiendo el 75,4% de ellos mas de 10000 copias/mL del virus.
Asi mismo, la mediana del conteo de CD4 fue baja (214 células/mL) y el 46,6%
de los pacientes tenia conteos celulares por debajo de 200 células/mL. Como
se ha explicado con anterioridad este laboratorio realiza la vigilancia de la
resistencia en pacientes tratados, de manera que resulta justificado encontrar
un alto numero de pacientes exhibiendo altos conteos de CV y bajos conteos
de linfocitos T CD4+, como resultado del fallo terapéutico (138). Por otro lado,
como se describié anteriormente, el 63% de los pacientes estaban clasificados
en estadio SIDA al momento del estudio, o que implica bajos conteos de

linfocitos.
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5.2 Deteccion de subtipo de VIH-1 en la region C2V3 de la

envoltura de VIH-1 y andlisis del subtipo global.

El analisis filogenético es la técnica de referencia para el subtipado y
discriminacion entre subtipos y CRFs de VIH, sin embargo debido a su
complejidad se necesita de personal altamente entrenado en programas
bioinforméticos por lo que no estd implementado en la practica habitual del
laboratorio de virologia clinica.Para facilitar la realizacion de analisis
filogenéticos en la préctica del laboratorio, se han desarrollado varias
herramientas de subtipado automatico para el VIH-1 que se encuentran
disponibles en diferentes webs (REGA, Standford, COMET, Geno2pheno, NCBI,
STAR, EuResist, TherapyEdge y jpHMM). Aunque son rapidas, faciles de usary
muy utiles para la identificacion del subtipo B, presentan el inconveniente de su
menor sensibilidad para la discriminacion entre los subtipos no-B,
especialmente en las CRFs, con respecto al analisis filogenético convencional
(138).

La confirmacién de los subtipos de VIH-1 del presente estudio, determinados
inicialmente mediante los programas bioinforméaticos COMET y Rega Subtyping

tool V.3, se realizd6 mediante el analisis filogenético de las secuencias
nucleotidicas en 63 de las 73 muestras estudiadas, ya que éstas fueron las que
tenian la secuencia completa de la regién C2V3 que codifica para un fragmento
de la proteina de envoltura gp120 (Figura 6). En las 10 muestras restantes solo
estaban disponibles las secuencias de la regién V3. EIl analisis se realiz6
utilizando el programa Mega 6 e incluyé 75 secuencias nucleotidicas de VIH,
63 secuenciadas en el presente estudio y 12 secuencias de referencia, de los
subtipos representativos de la epidemia cubana. Los resultados obtenidos
mediante la filogenia coincidieron en el 100% de las muestras, con lo que se
habia obtenido mediante los programas bioinformaticos, por esta razon,
decidimos continuar el analisis de los resultados con las 73 muestras que
habiamos incluido para estudiar, teniendo en cuenta el subtipo obtenido de

manera automatica.
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igura 6. Arbol filogenético de laregion C2V3 del gen env de VIH-1

El andlisis incluyd 75 secuencias nucleotidicas, 63 secuenciadas en el presente estudio y 12 de
referencias. La historia evolutiva se infirié utilizando el método de maxima verosimilitud (ML),
basado en el modelo de Tamura-3 pardmetros del programa Mega 6. El &rbol consenso,
inferido a partir de 1000 réplicas, se utilizd para representar la historia evolutiva de las
secuencias analizadas. Los diferentes subtipos se muestran en ramas con diferentes colores:
Azul, subtipo B; Violeta, CRF18_cpx; Marron: CRF19_cpx; Verde, CRFs_BG (20, 23, 24). Las
muestras cubanas secuenciadas en el presente estudio se encuentran marcadas con un
triangulo negro, el resto son secuencias de referencia de los diferentes subtipos de VIH-1,

incluidos en este estudio.
Para la seleccién de la muestra del presente estudio se tuvo en cuenta, que

estuvieran representados los subtipos de VIH-1 mas frecuentes en la epidemia
cubana (ver acépite de materiales y métodos). De las 73 muestras escogidas,
segun el subtipo viral detectado previamente en el gen pol, pudimos observar
que al secuenciar la region C2V3 del gen de la envoltura viral, de manera

general coincidieron los subtipos, aunque se encontraron algunas diferencias
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en nueve muestras, que presentaron un subtipo viral diferente en la envoltura;
estas variantes virales fueron consideradas como URFs (Tabla 5). Segun el
subtipo detectado en el gen pol y el de env (gen pol/gen env) los nueve URFs
se clasificaron como: dos CRF19 cpx/CRFs_BG, dos CRFs_BG/CRF19 _cpx y
el resto fueron un CRF19 cpx/B, un CRF18 cpx/CRF19 cpx, un B/CRFs_BG,
un B/CRF18_cpx y un CRF18_cpx/B (Tabla 7).

Tabla 5. Subtipos detectados mediante secuenciacién parcial de dos

regiones del VIH-1 en las muestras analizadas

CRF 19_cpx 24 (32,9) 24 (32,9) 21 (28,8)
B 20 (27,4) 20 (27,4) 18 (24,6)
CRFs BG_(20,23,24) 20 (27,4) 21 (28,8) 18 (24,6)
CRF 18 _cpx 9 (12,3) 8 (10,9) 7 (9,6)
URF 0 (0,0) 0 (0,0) 9 (12,3)
Total 73 (100,0) 73 (100,0) 73 (100,0)

En Cuba, a pesar de la baja prevalencia de la infeccion con el VIH-1 circulan
gran variedad de subtipos (8), principalmente B, C, G y H, las CRFs_BG vy los
recombinantes complejos, CRF18 cpx y CRF19 cpx (8, 21, 22, 139). Mientras
que los recombinantes BG tienen origen cubano, los CRF18 cpx y CRF19_cpx
parecen tener origen africano (8, 21, 22, 139), pero se comportan de manera
epidémica solo en Cuba. Esta diversidad contrasta con la epidemia casi
exclusiva de Subtipo B en el resto del Caribe (94%) (140).

Najera y col., en un articulo publicado en la década del 2000 diserta sobre el
sub-registro de URFs en zonas donde circulan a la vez mdltiples subtipos y
CRFs, asi como la posibilidad de generar nuevas formas genéticas en aquellas
poblaciones donde esto ocurre (80). Como se aprecia en la Tabla 5 en nueve
muestras el subtipo no coincidi6 en los dos fragmentos de los genes
secuenciados, por lo que fueron clasificados como URF, fendmeno este
plausible dada las caracteristicas de la epidemia cubana, donde circulan gran

cantidad de variantes genética (8, 21, 22).
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5.3 Prediccion del uso del co-receptor viral y el Subtipo de VIH-
1.

El VIH-1 utiliza los receptores de quimoquinas CCR5 o CXCR4 como los co-
receptores principales para entrar en la célula. Aquellas cepas con tropismo por
linfocitos T (LT), que expresan el co-receptor CXCR4, (virus X4 o R5X4) (141,
142) se asocian de forma consistente con un menor recuento de células T CD4
+ en pacientes que reciben tratamiento ARV (143, 144) y con una progresion
méas rpida de la enfermedad en los pacientes no tratados (145-147),
independientemente del conteo basal de linfocitos TCD4 + o los niveles del
ARN viral (148, 149).

Es por ello, que conocer el fenotipo viral (basado en el uso del co-receptor)
permite hacer una prediccién de la patogénesis de la enfermedad vy el tipo de
progresion a sida (150). De igual modo es de gran importancia estudiar el
fenotipo viral en el momento de seleccionar una terapia antirretroviral que
incluya antagonistas de los co-receptores CCR5, ya que éstos solo son
efectivos cuando el paciente se encuentra infectado con una variante R5 (151).
Esto sucede generalmente en individuos que se encuentran en los primeros

afos de la infeccion por VIH.

Los métodos genotipicos, basados en el andlisis por secuenciacién de la
tercera region variable (V3) de la glicoproteina de la envoltura gp120 del VIH-1,
se presentan frente a los ensayos fenotipicos, como una alternativa mas
econdmica, rapida y factible de desarrollar en cualquier laboratorio de virologia
gue cuente con tecnologia para realizar estudios genotipicos de secuenciacion
(124). En este sentido, para las variantes virales R5 y X4-trépicas, la secuencia
de aminoé&cidos de la region V3 de gpl20 determina en gran medida el uso
preferencial del co-receptor celular de entrada del virus a la célula diana de tipo
CCR5 y/o CXCR4. Aunque conviene resefiar, que otras regiones de la
envoltura como V1/V2 y C4 también parecen estar implicadas en este proceso
(138).

Al analizar el tropismo viral, mediante la prediccion del uso del co-receptor viral
con el programa G2P, en las 73 muestras del presente estudio, se pudo

observar que, de manera general, el 58,9% de los virus (43/73) utilizaban el co-
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receptor CCR5, lo que implica que eran virus R5 o macrofago trépicos y que el
41,1 % (30/73) eran virus con capacidad para utilizar el co-receptor CXCR4
(R5X4 el 23,3% y X4 el 17,8% de los virus) (Tabla 6).

La literatura reporta que del 60 a 80% de los sujetos, en las primeras etapas
de la infeccién por el VIH, portan variantes virales R5 y se considera que son
los principales tipos de virus responsables de las nuevas infecciones. Las
variantes virales X4 o R5X4 emergen en aproximadamente el 50% de los
individuos en etapas posteriores de la enfermedad, generalmente asociado a
rapida deplecion de las célulasTCD4 y progresion a sida (152, 153). En general,
los cambios de tropismo ocurren de R5 a X4, pero ocasionalmente se pueden
ver también de X4 a R5 (154). Como se describié en la Tabla 4, el promedio de
afos de diagndstico del VIH en los pacientes estudiados era de 8,4 afios y el
68,6% de ellos tenia mas de 5 afos de diagnéstico. Aun mas, el 63%
clasificaban en estadio sida, por lo que es de esperar que un porciento elevado
de pacientes de este estudio porte virus que sean T tropicos, o sea que utilicen
el co-receptor de entrada CXCR4 (virus R5X4 o X4).

Tabla 6. Comparacion de la prediccion del uso del co-receptor entre los

subtipos de VIH detectados

Muestras CRF B BG(20-24) CRF CRF B BG(20-24) CRF
totales 19_cpx 18_cpx 19_cpx 18_cpx
73(100.0)  24(100,0) 20(100,0) @ 21(100,0) @ 8(100,0) 21(100,0) 18(100,0) 18(100,0)  7(100,0)
R5 43(58,9) 9(37,5) 13 (65,0) 15 (71,4) 6 (75,0) 9 (42,9) 12 (66,7) 12 (66,7) 6(85,7)
Valor p R5 0,02 0,392 0,290 0,457 0,0663 0,441 0,441 0,228
OR:0,303 OR:0,397
1C:0,108- 1C:0,141-
0,845 1,011
R5X4 17(23,3) 9(37,5) 2 (10,0) 5(23,8) 1(12,5) 7 (33,3) 2(11,1) 5(27,8) 1(14,3)
Valor p R5X4 0,044 0,125 0,941 0,747 0,229 0,209 0,757 1,000
OR:3,07
1C:1,00-
9,43
X4 13(17,8) 6 (25,0) 5 (25,0) 1(4,8) 1(12,5) 5(23,8) 4(22,2) 1(5,5) 0(0,0)
Valor p X4 0,385 0,501 0,320 0,747 0,501 0,723 0,492 0,339
R5X4/X4* 30 (41,1) 15 (62,5) 7 (35,0) 6 (28,6) 2 (25,0) 12 (57,1) 6(33,3) 6(33,3) 1(14,3)
Valor p 0,02 0,359 0,290 0,548 0,0663 0,441 0,441 1,000
R5X4/X4* OR: 3,77 OR:2,518
1C:1,135- 1C:0,90-
10,536 6,97

*Incluye la suma de los virus con tropismo dual (R5/X4) y los que usan el co-receptor CXCR4

(X4).
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9 (100,0)
4 (44,4)
0,473

2(22,2)
1,000

3(33,3)
0,195
5 (55,6)
0,473



Se ha debatido mucho si la aparicién de virus X4 es causa 0 consecuencia de
la depresion inmune (155). Utilizando modernas herramientas de
genotipificacion ultrasensibles, el virus X4 puede detectarse en practicamente
cualquier paciente poco después de la infeccion por el VIH, pero a niveles muy
bajos, lo que sugiere que el VIH esta siendo contenido por el sistema
inmunoldgico. Por el contrario, en los estudios epidemiolégicos el cambio de

tropismo R5 a X4 precedié a la disminucién del conteo de los LT CD4+ (156).

Aunque las pruebas de tropismo son obligatorias antes de utilizar un inhibidor
de CCR5, no se ha establecido que los médicos de asistencia soliciten una
prueba de tropismo para predecir si sus pacientes podrian tener un mayor
riesgo de progresion clinica o si, en su lugar, deberian basarse en otros
predictores més cléasicos como el recuento de CD4 +, CV, etc. En un estudio
previo de cohorte (152), los sujetos con variantes X4, que no recibieron
tratamiento antirretroviral, tuvieron un descenso mas rapido en los recuentos de
linfocitos T CD4 + y sufrieron mas eventos clinicos durante los 12 meses
siguientes. Sin embargo, estas diferencias no se observaron en los sujetos que

recibieron terapia.

Un estudio anterior realizado en Cuba por Lobaina y cols, en el afio 1996
detecta que el 72,7% de los pacientes estudiados exhibian un tropismo
preferencial por los linfocitos, indicando que el co-receptor utilizado para la
entrada era el CXCR4. Aunque este resultado difiere de lo observado en el
presente estudio, cabe sefialar que la caracterizacion bioldgica llevada a cabo
por Lobaina y cols. fue de aislamientos de VIH-1 de pacientes con una
evolucion clinica rapida a sida, los cuales son conocidos por utilizar en mayor
proporcion el co-receptor X4 (157). Por otro lado, Kouri y cols en 2016 (158)
publicaron un estudio de 42 muestras de pacientes cubanos seropositivos al
VIH-1 (tratados y no tratados) y ellos describieron que el 38,1% de los
pacientes portaban virus con capacidad reducida para el uso del co-receptor
CCRS5 (virus R5X4 o X4), lo cual coincide con los hallazgos de la presente

investigacion.

Sucupira MC y col., confirman la presencia de cepas con mayor patogenicidad
in vitro durante la infeccion temprana por VIH, lo que sugiere que incluso entre

individuos recientemente infectados, la progresion rapida puede ser una
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consecuencia de la aparicion temprana de cepas que utilizan el co-receptor X4.
Es por ello que la caracterizacion de la regién V3 del VIH-1 mediante
secuenciacion pudiera ser util para predecir la progresion de la enfermedad y

orientar las decisiones de inicio del tratamiento (159).

Es bien conocido que el cambio del fenotipo viral, de variantes de virus que
utilizan el co-receptor CCR5 a CXCR4, se ha asociado con la rapida progresion
a SIDA en Subtipo B de VIH-1 (160), mientras que datos recientes reportan
progresion rapida similar en pacientes infectados con virus de otros subtipos de
VIH que utilizan el CXCR4 (161).

Sin embargo, otros estudios han mostrado diferencias cuantitativas en la
prevalencia del uso de CXCR4 entre los subtipos. La mayoria de los estudios
iniciales sobre la evolucion del uso del co-receptor de VIH-1 fueron en cepas
pertenecientes al subtipo B (148, 162), que sigue siendo el mejor caracterizado
en términos de uso de co-receptor. Un panorama mas completo se tiene desde
la extension de estos estudios a los subtipos no B. Una de las mayores
discrepancias ha sido la observacion de una baja frecuencia de uso CXCR4 en
las cepas del subtipo C (163-168). Las infecciones por subtipo-C de VIH-1
representan mas de la mitad de las epidemias mundiales de VIH-1 (169), y son
tan mortales como la infeccion por el subtipo B. Aunque se ha sugerido que la
sub representacion de las cepas que utilizan CXCR4 es debido a un sesgo de
muestreo, los estudios posteriores en pacientes tratados de Zimbabwe (170) y
un estudio reciente de Sudéafrica reportan una mayor prevalencia de variantes
utilizando X4 que en el pasado (171). También se comenta que esto sea el
resultado de la evolucion en curso de la epidemia de VIH-1 de las cepas del

subtipo-C en Africa.

Al analizar la relacion entre el subtipo viral en el gen de la envoltura y el
fenotipo o tropismo viral en las muestras estudiadas, se demostré que es tres
veces mas probable que los virus CRF19_cpx tengan tropismo viral dual R5X4,
comparado con las otras variantes virales (p=0,044; OR: 3,07;IC: 1,00-9,43).
Esta asociacion se hace aun mas significativa con la adicion de los virus los
CRF19_cpx X4 a los R5/X4 (p=0,02; OR: 3,77; IC: 1,135-10,536) (Tabla 6). No
se encontr6 relacion estadisticamente significativa para otra variante viral con

el uso del co-receptor.
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Al considerar los subtipos virales de manera global (teniendo en cuenta los
subtipos detectados en los genes pol y env), se vuelve a observar el hallazgo
reportado previamente en estudios de Cuba (19) que es mas frecuente que los
virus CRF19 cpx utilicen el co-receptor CXCR4, al compararlo con los otros
subtipos, sin embargo no alcanza la significacion estadistica (p=0,0663; OR:
2,518, IC: 0,90-6,97) ya que tres de los virus clasificados en env como
CRF19_cpx, no lo fueron en pol, por lo que se clasificaron de manera global
como URF.

Un estudio reciente, realizado en Cuba, hallé que el CRF19_cpx se asocio con
una progresion rapida a sida y una de las hipotesis para explicar esta
progresion rapida fue el hallazgo de niveles mas altos de expresion de
RANTES y una proporcion significativamente mas frecuente de virus X4 entre
los pacientes infectados con esta variante viral (21). Otro estudio de Kouri y col.,
demuestra nuevamente la asociacion del virus CRF19 cpx con tropismo X4
(137), aunque el numero de muestras estudiadas de este subtipo fue reducido.
Los resultados de la presente investigacion refuerzan estos hallazgos descritos
exclusivamente en Cuba. El virus CRF19_cpx es una forma genética compleja
solo reportada en Cuba (21) pero con evidencias ancestrales en Africa Central
(8, 21, 139). En la actualidad, se ha convertido en la tercera variante del VIH-1
en frecuencia que circula en Cuba (entre 17-19%) (158).

Esta forma recombinante contiene en su genoma los subtipos D (C-parte de
Gag, PR, TRy nef), subtipo A (N-parte de Gag, Integrasa, Env) y subtipo G (Vif,
Vpr, Vpu y parte C-terminal de Env) (21). Los subtipos D y A han sido
asociados con rapida y lenta progresion a sida, respectivamente comparado
con el subtipo B (172-174). La probabilidad de tener un virus que utiliza el co-
receptor X4 en las infecciones que no se encuentran en estadio sida, es mayor
en el subtipo D que en el A (175), sugiriendo un cambio temprano de tropismo
hacia X4 (168). No obstante estos hallazgos no explicarian nuestras
observaciones debido a que en el virus CRF19_cpx, la regién que codifica para
las proteinas de la envoltura, responsable del tropismo, deriva del subtipo A.
Por este motivo debemos tratar de relacionar otras caracteristicas
epidemioldgicas, del virus o de la respuesta inmune, con la asociacion entre

esta variante viral y el uso de este co-receptor.
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Estudios como los de Cashin K. y col.,(176) apoyan la hipétesis de que las
cepas R5 del subtipo de C pueden evolucionar in vivo a través de interacciones
alteradas con CCR5, que puede manifestarse in vitro como un incremento en la
capacidad para emplear co-receptores alternativos (176). Schuitemaker H. y
col., (177) refieren un aumento de la presencia de cepas que utilizan CXCR4
en el subtipo D (175, 178, 179). Esta observacion es consistente con el ritmo
mas rapido de la progresiéon de la enfermedad reportada para la infecciéon con
este subtipo tanto en Africa (172, 175, 180), como fuera de este continente
(181).

La situacion es mas compleja con los genotipos mixtos (tanto CRFs como
URFs) con sélo unos pocos aislamientos caracterizados hasta la fecha (182,
183). Como se observa en la Tabla 7, de los nueve virus clasificados como
URFs, cinco se clasificaron como virus que utilizan el co-receptor CXCR4 (dos
R5X4 y tres X4) y al analizar los virus recombinantes Unicos con tropismo dual
0 X4 que componen a estos recombinantes se observd que cuatro de los cinco
(80%) tenian incluido al CRF19 cpx en su genoma. En tres de estas muestras
el CRF19_cpx se identificé en el gen de la envoltura y en la otra, en el gen de
la polimerasa viral (dos CRFs_BG/CRF19 cpx, un CRF18 cpx/CRF 19 cpx y
un CRF19 cpx/B), lo que indica una vez mas la relacion entre el virus

CRF19_cpx vy el uso del co-receptor CXCRA4.

Un reciente estudio en Guinea Bissau, muestra una alta frecuencia de tropismo
X4 (86%) en la forma recombinante CRF02_AG (184). De igual manera,
también se ha reportado recientemente en Espafia una alta incidencia de
tropismo X4 entre usuarios de drogas intravenosas infectados con el
recombinante CRF14_BG (185), asi como la asociaciéon de CRF01_AE con el
fenotipo X4 en Tailandia (186).
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Tabla 7. Distribucién de los virus recombinantes Unicos detectados entre
las muestras estudiadas

i (0) 0, [0) 0,
Sloitjes URF ® Rrs ?® xa ?® Rmexa %
Gen pol/Gen env

CRF_BG/CRF19_cpx 2 222 0 00 333 50.0
CRF18_cpx/CRF19_cpx 1 111 0 0.0 0 00 50.0
CRF19_cpx/B 1 111 0 00 333 0 0.0
CRF19_cpx/CRF_BG 2 222 2 500 0 00 O 0.0
B/CRF_BG 1 111 1 250 0 00 O 0.0
B/CRF18_cpx 1 111 0 00 1 333 O 0.0
CRF18_cpx/B 1 111 1 250 0 00 O 0.0

Total 9 100.0 4 100.0 3 100.0 2 100.0

Abreviaturas: CRF, forma recombinante circulante del inglés circulant recombinant form; URF,
forma recombinante Unica, del inglés unigue recombinant form; R5, virus que utiliza el co-
receptor de entrada CCR5; X4 virus que utiliza el co-receptor de entrada X4; R5X4, virus con
tropismo dual, que puede utilizar ambos co-receptores de entrada: R5 o X4. En rojo aparecen
marcados los URF con tropismo dual o X4 que incluyen al CRF19_cpx en su genoma.

Se ha planteado la hipétesis de si la recombinacion inter-subtipo puede dar
lugar a cepas mas patégenas si los fragmentos gendmicos de diferentes
subtipos se unen en un virus con mayor capacidad de replicacién, pero no se
ha encontrado ninguna prueba directa para este escenario, aunque los
resultados de la presente investigacion apuntan a robustecer esta hipoétesis
(187).

5.4 Mutaciones en la region V3 de la proteina de envoltura

gpl20 en las secuencias cubanas de VIH-1

Las proteinas de la envoltura del VIH-1 gp120 y gp41 son los blancos para los
anticuerpos que inhiben la infectividad del virus, por lo que han sido utilizadas
para el disefio de vacunas, no obstante, hasta ahora no se ha logrado ninguna
vacuna efectiva frente al VIH. Las dificultades pueden ser en parte debidas a la
extrema variacion entre las diversas cepas de virus. El lazo V3 de la gp120 es
uno de los componentes de la region de unidon al receptor celular y es el
principal determinante del uso del co-receptor (188). La longitud de esta region
es de aproximadamente 34-35 aminodacidos y la variacion entre las secuencias
aminoacidicas es como promedio de un 20%. Se ha reportado que estas
secuencias varian considerablemente entre las cepas virales y la variabilidad
es mas pronunciada en la corona del lazo V3 (aproximadamente 14

aminoacidos en el medio de V3). Es reconocida la importancia funcional de V3,

48



ya que una delecion en esta region implica la pérdida de la infectividad viral
(188).

Al estudiar las caracteristicas de las secuencias de aminoacidos de la region
V3 de la envoltura de VIH-1, se observaron muchas diferencias entre las 73
muestras analizadas, al comparar las mismas con la secuencia consenso del
subtipo B (Figura 7). Al estimar la divergencia evolutiva entre las secuencias
nucleotidicas de la region V3 estudiadas, se pudo observar que, como
promedio, la distancia entre ellas fue de 9% (rango de 3 al 16%). La distancia
aminoacidica detectada fue de 11%, con un rango de 0 a 40% entre las
secuencias estudiadas, lo cual coincide con el 20% de variacion entre las
secuencias aminoacidicas que se reporta como promedio en la literatura, al

analizar el lazo V3 (188), aunque hay secuencias que superaron este porciento.

Segun el estudio titulado “Genotypic Prediction of Co-receptor Tropism of HIV-1

Subtypes A and C” (189) las herramientas actualmente disponibles estan

disefiadas sobre todo en base a cepas del subtipo B y por lo tanto, en general
no son aplicables a subtipos no B. Sin embargo, las infecciones por VIH-1
causadas por el subtipo B sélo representan aproximadamente el 11% de las
infecciones en todo el mundo. Este estudio, ha demostrado que los enfoques
disponibles para la prediccion del uso de los co-receptores no son tan eficaces
en la determinacion del tropismo de cepas de subtipo A. Los algoritmos de
prediccion funcionan bien en el subtipo B, en el que se desarrollaron, y también
mostraron una alta precisién de prediccion para el subtipo C. Sin embargo, en
los subtipos A y las CRFs, los algoritmos existentes mostraron bajos
rendimientos de prediccion con una sensibilidad inferior al 20%. Ellos
concluyen que existe la necesidad de desarrollar nuevos algoritmos que
faciliten la prediccion del tropismo del VIH-1 para el subtipo A, para mejorar el

tratamiento antirretroviral eficaz (189).

AUn mas, estudios recientes sobre los subtipos C, D, CRF01 y CRF02 (3-6)
indican que las reglas podrian diferir, dependiendo del subtipo. Las
distribuciones de los co-receptores entre los diferentes subtipos de VIH-1
también difieren considerablemente (190-193). La enfermedad progresa mas
rapidamente en pacientes con una infeccion de subtipo D, tal vez debido a la

alta prevalencia de cepas con tropismo X4 y poblaciones de virus mixtos (172,
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181), lo cual esta en concordancia con los hallazgos reportados en el presente
estudio, asi como en otros estudios del virus CRF19_cpx de Cuba (194). Por lo
tanto, es esencial predecir con exactitud el tropismo, tanto para el inicio de la
terapia dirigida al co-receptor CCR5, como para los estudios de patogenia. El
empleo de métodos fenotipicos, podria constituir una de las herramientas que

permitirian confirmar el tropismo viral (194).

En la presente investigacion, se observd alta concordancia, para las 43
muestras clasificadas como R5, con el programa de prediccion del fenotipo viral
a partir del genotipo (G2P), al compararlo con el andlisis mediante el célculo de
la carga neta (40/43, 93%) y con la regla 11/25 (42/43, 97,7%). También se
aprecia correspondencia parcial para las 13 muestras clasificadas como X4 con
el programa G2P, al compararlo con el andlisis mediante el célculo de la carga
neta (9/13, 69,2%) y con la regla simple 11/25 (6/13, 46,1%). Sin embargo, esta
correlacion fallo al analizar las muestras con tropismo dual o R5X4 (FPR = 5%
y <20%) ya que segun la regla 11/25 todas se clasificaron como virus R5 y
mediante la carga neta 15 de 17 fueron también consideradas como R5
(Figura 7).

Los estudios realizados con variantes del subtipo B han demostrado que la
presencia de un aminoacido cargado positivamente en una o en las dos
posiciones especificas del bucle V3 (posiciones 11 y 25) estd fuertemente
asociado con un fenotipo que usa CXCR4 en aislados primarios del subtipo B
(136, 186), lo que sugiere que estos aminoacidos juegan un papel crucial en la
interaccion de gp120 con los co-receptores. De hecho, ha sido demostrado que
las regiones V1/V2 y V3 estan implicadas en la interaccion con CCR5 y CXCR4
(195-197). En varios modelos del complejo de la glicoproteina de la envoltura
gp41-gpl20, V2 interactua directamente con V3 y ambos participan en la unién
al co-receptor (198-200). Como se muestra para subtipo B del VIH-1, el bucle
V3 también parece ser el principal determinante genético en la eleccion del co-
receptor en el subtipo-D y A (179). En estudios mas recientes, las cepas del
subtipo C que usaban el CXCR4 no muestran la misma dependencia que otros
subtipos en los residuos cargados positivamente en el bucle V3 (201, 202).
Algunos autores han construido sus propias reglas para predecir el uso de

CXCR4 en cepas del subtipo D, como Raymond y col.,(203)en base a uno de
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los siguientes criterios: (i) R (arginina) o K (lisina) en la posicién 11 de la regién
hipervariable V3 de gp120, (ii) R en la posicion 25 de V3 y una carga neta de 5,

o (iif) una carga neta de 6.

La comparacién de las secuencias aminoacidicas del lazo V3 entre las 73
muestras mostré diferencias significativas entre los diferentes subtipos. Los
aminodacidos Histidina (H) o Treonina (T) en la posicion 13 fueron mucho mas
frecuentes en el subtipo B (13/20) y en el CRF18_cpx (6/8), comparado con el
CRF19_cpx (7/24) y el CRFs_BG (0/21) (p=0,0001). Por el contrario, la Arginina
(R) fue mas prevalente en esa posicion en las FRs CRF19 cpx y CRFs_BG (16,
cada uno), mientras que solo tres muestras del subtipo B y dos del CRF18_cpx

tenian este aminoé&cido (p=0,0001).

La R en la posicion 18 (14/20) se detecté con mas frecuencia en el subtipo B
comparado con las variantes no B (CRFs_BG (19/21), CRF18 cpx (7/8) y
CRF19 cpx (16/24)), que en esta posicion tenian principalmente glutamina (Q)
(p=0,0001). Adicionalmente, los virus CRF19 cpx tenian Valina (V) en la
posicion 12 (21/24 muestras, 87,5%) y 19 (18/24 muestras, 75%) en contraste
a la Isoleucina (1) y Alanina (A) detectada en estas posiciones, respectivamente,
para casi todas las muestras de las otras variantes virales analizadas. Estas

diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,0001).

Se identificaron aminoacidos caracteristicos del CRF19_cpx en el lazo V3 (V12,
R13, Q18, V19, 22G), los que fueron significativamente mas frecuentes en esta
variante viral, en comparacion con el subtipo B. También los CRFs_BG 20-23-
24 tenian estas mutaciones en las posiciones 13 y 18 en comparacion con el
subtipo B (p <0,0001). Estos cambios coinciden con los hallazgos publicados
recientemente en secuencias cubanas(158). Otros investigadores también han
informado previamente la asociacibn entre algunas variantes virales y
determinadas mutaciones del lazo V3. Zhang y cols. en el 2014 encontraron
que la posicion mutacion E25R/Q/N fue la mas frecuente entre los subtipos C,
By CRFO7_BC. (204).

Con el fin de proporcionar una mejor caracterizacibn genotipica, seria
interesante estudiar la presencia de otros polimorfismos especificos del
CRF19_cpx en otros segmentos de gp120.
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Figura 7. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del lazo V3 de la
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Se observé que, en la punta del bucle V3 de los subtipos No-B del presente
estudio, fue mas prevalente la secuencia aminoacidica GPGQ (79,2%, 42/53
muestras, p <0,0001), mientras que en los subtipos B predomind el motivo
GPGR (70%, 14/20 muestras). Un estudio publicado en el 2010 (205) sobre la
variabilidad del bucle V3 comenta que la secuencia aminoacidica GPGR es
frecuentemente encontrada en el subtipo B del VIH-1, mientras que la GPGQ
predomina entre todas las demas cepas del VIH-1 (206), lo cual coincide con
los hallazgos del presente estudio. Este estudio trata de establecer una
comparacion entre secuencias del lazo V3 de pacientes franceses y brasilefios
y ellos encuentran que el motivo GPGR fue predominante en pacientes
franceses y fue menos frecuente en pacientes brasilefios, los que mostraron
una mayor diversidad en la punta del bucle V3. Ellos ademas comentan que se
ha identificado una variante del subtipo B (B-Br) con el motivo GWGR en una
alta proporcion de pacientes infectados con el subtipo B en Brasil y esta

variante ha sido reconocida como predominante en varios estudios (207, 208).

5.5 Mutaciones asociadas a cambio de tropismo y resistencia a
MVC

A pesar de que la resistencia a MVC se encuentra asociada con una gran
variedad de cambios aminoacidicos tanto en la gp120 como en la gp4l, los
cambios en el lazo V3 se han identificado como los principales contribuyentes
al fenotipo de resistencia a casi todos los agonistas y antagonistas de CCR5
(209).

Al analizar las secuencias del lazo V3 de las 73 muestras estudiadas, pudimos
observar alguna mutacién asociada a resistencia a MVC en 44 de ellas (60,3%,
Figuras 7 y 8). Se detectaron mutaciones en las posiciones 11, 13, 25, 316, 323
y 319, las cuales han sido publicadas en la literatura como las mas frecuentes,
asociadas a resistencia a MVC (105). Las mutaciones en las posiciones 11
(11R) y 25 (25K/R) del lazo V3 que implican, ademés de resistencia al MVC,
cambio de tropismo R5 a X4, se detectaron solo en el 5,5 (4/73) y 6,8% (5/73)
de las muestras, respectivamente. Sin embargo, la mutaciéon P13R, estuvo
presente en el 50,7% de las secuencias (37/73), siendo la misma mas

frecuente en las variantes CRF_19 cpx y recombinantes BGs. Teniendo en
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cuenta que esta cifra es muy elevada, especialmente para los pacientes de
este estudio, que no han recibido terapia con MVC, habria que explorar si
realmente se trata de una mutacién de resistencia natural a esta droga 6 si esta
relacionada con un polimorfismo de estas variantes genética. Las mutaciones
A316T, 1323V y A319S, se detectaron en el 55%, 82% y 5,5%,
respectivamente, y generalmente estuvieron presentes en los virus

recombinantes BGs (Figuras 7 y 8).
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Figura 8. Mutaciones asociadas al cambio de tropismo y resistencia al

Maraviroc en los pacientes estudiados

Hasta la actualidad, no se han determinado con exactitud los patrones de
mutaciones que predicen resistencia a los antagonistas de CCR5. Existen muy
pocas mutaciones especificas que se han observado mas de una vez en cepas
de VIH resistentes al MVC, sugiriendo que cada gen env de VIH puede proveer
una via genética diferente para el desarrollo de resistencia a los antagonistas
de los co-receptores. Estudios in vitro han demostrado que las mutaciones en
el bucle V3 de gpl120 por lo general no confieren resistencia completa a MVC
(105), sino que se necesita la cooperacion de varias mutaciones. AUn queda
por definir exactamente si estas mutaciones realmente confieren resistencia o

si en algunos casos solo son polimorfismos (209).

Se ha sugerido que las mutaciones que ocurren naturalmente a MVC podrian
ser mas comunes en el subtipo C que en el subtipo B (210).El andlisis de 65
muestras mostré que el 52,3% (75% del subtipo C y 18,2% del subtipo B)
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presentaban al menos una mutacion asociada con la resistencia a MVC. Una
mutaciéon comunmente observada fue A316T en la region gp120, ocurriendo en
67,8%. La mutacion 1323V en la region gp120 ocurrié en el 7,14% del subtipo C

y no se observo en los subtipos B (210).

Asimismo, hay otras regiones de la gpl120, fuera del lazo V3 que juegan un
papel importante en la resistencia a los antagonistas de CCR5 y que no fueron
abordadas en la presente investigacion, ya que solo se pudo secuenciar la
region C2-V3 de la gp 120 (211), sugieren que las mutaciones en el bucle V4
de VIH-1 pueden contribuir a la resistencia a MVC y Vicriviroc sola o combinada
con mutaciones en los bucles V2 y V3. Las mutaciones L317W/1408T y V169M/
L317W/1408T tuvieron el mayor impacto en la susceptibilidad al MVC,
principalmente debido a la presencia de la mutacién 1408T en V4. Esta
mutacion podria disminuir la energia de activacion necesaria para permitir a la
gp41 someterse a los cambios conformacionales préximos y adquirir un estado

mas estable de baja energia. (211)

Se necesitan mas estudios en otras variantes virales, para ver si las variaciones
en sitios especificos de V3 y otras regiones variables de la envoltura viral
pueden influir en la infectividad del virus, escape del sistema inmune y

resistencia al MVC.

5.6 Relacion entre variables epidemiologicas, clinicas,
inmunoldgicas y de carga viral, con el tropismo viral y el
subtipo de VIH-1

Los pacientes que presentaban virus con tropismo CCR5 se encontraban
principalmente en las edades entre 15 a 45 afos (73,9%) (Tabla 8), un poco
mas de la mitad (59,5%) eran HSH, el 50% aun no habian sido clasificados
como sida, por lo que tener virus R5 fue mas frecuente en los pacientes que no
tenian sida, comparado con los que si lo tenian (p=0,02, OR: 6,250, IC: 1,852-
21,096).

Los virus R5 predominan en la etapa mas temprana de la infeccién (102) por lo
que es de esperar que estos virus se encuentren entre individuos de menor
edad, que posiblemente llevan poco tiempo de infectados, coincidiendo con lo
encontrado en el presente estudio.
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Por otro lado, la menor edad detectada entre los pacientes infectados con virus
R5 también se justifica con lo planteado por Kuritzkes D., en el capitulo de
patogenia de la infeccion por VIH, donde se expresa que la edad al momento
de la infeccién es un factor de riesgo independiente para la progresion de la
enfermedad y que las personas de mayor edad tienen mayor riesgo, de
progresar a sida, tal vez como consecuencia de la disminucién de la reserva
celular proveniente del timo (reserva timica) (212). De acuerdo datos de 22
estudios de cohortes de Europa, Canada y Australia, en ausencia de una
combinacion de antirretrovirales, el riesgo de progresar a sida en 6 meses para
un paciente de 25 afios de edad con un recuento de células CD4 de 350/mm?®
oscila entre 0,6%, para una CV de 3000 copias/mL, a 2,5%, si la CV es de
300.000 copias/mL(212). Sin embargo para un recuento de CD4 de 100
células/mm?, el riesgo de progresién a sida, con la misma CV, aumenta a 3,7%

y 14,5%, respectivamente(212).

Usualmente, se define que los virus R5 tienen una baja capacidad replicativa
con velocidad de replicacion lenta (conocidos como slow/low), con valores de
CV bajos (102) y no son inductores de sincitios. Estos virus predominan en la
etapa mas temprana de la infeccion y se han asociado con una progresion lenta
a sida, lo que coincide con lo observado en el presente estudio, donde los que
individuos infectados con este tipo de virus tenian conteos de CD4 por encima

de 200 células/mL y no tenian sida.

Como se observa en la Tabla 8, los virus con tropismo dual se encontraron
principalmente en pacientes con edades comprendidas entre los 30 y los 60
afos y que eran HSH (76,5%). El 35,3% tenian entre 5 y 10 afios de
diagnéstico de VIH y el 41,2% mas de 10 afos diagnosticados con esta
infeccién. Asimismo, el 16,7% de los pacientes infectados con virus T trépicos o
X4 tenian mas de 60 afios de edad, siendo la diferencia significativa al
compararla con los pacientes de los otros grupos (p=0,027, OR: 1,200, IC: 1,0-
1,546). El 91,7% eran HSH y el 75% ademas habian sido diagnosticados con
VIH hacia mas de 10 afos (p=0,012, OR: 5,429, IC: 1,324-22,261). Se
encontré ademas, asociacion significativa entre tener virus X4 y presentar sida
al momento de la toma de la muestra para el estudio (p=0,032, OR: 7,543, IC:
1,0-62,34).
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Al analizar de manera conjunta los virus que usan el co-receptor CXCR4 (tanto
con tropismo dual o X4) se observo que estar infectado con un virus R5X4 o X4,
al momento del estudio, era mas frecuente entre pacientes con mas de 10 afios
de diagndstico de la infeccidon por VIH (16/29 pacientes, p=0,056, OR: 2,462, IC:
1,0-6,5). Ademas fue 6 veces mas probable tener sida (p=0,002, OR: 6,250, IC:
1,852-21,096) y conteos de CD4 menor de 200 células/mL (p=0,003, OR: 4,444,
IC: 1,610-12,265) en aquellos pacientes infectados con virus R5X4 o X4.

Se ha reportado que los virus que utilizan el co-receptor CXCR4 (virus X4 o
R5X4) se diferencian de los virus R5 en que ellos infectan células T con una
velocidad de replicacion rapida y tienen alta capacidad replicativa (conocidos
como rapid/high), emergiendo en una etapa mas tardia de la infeccion, después
de varios afos de infeccion con VIH y ademas se asocian con una progresion
rapida a sida(102). Esto coincide con las caracteristicas observadas en los
virus duales y X4 secuenciados en el presente estudio, ya que se presentaron
con mayor frecuencia entre los individuos de mayor edad, que tenian mas de

10 afos de diagnosticados y que se encontraban en estadio sida.

Xiaoshan Li. Y col.,(161) hallaron asociacion entre el tropismo de CXCR4 y
menores recuentos de CD4. Sin embargo, a diferencia de los resultados de la
presente investigacion, el estudio realizado en China revelé cepas de la
CRFO01_AE, con una alta frecuencia de tropismo X4, que son prevalentes en la
poblacion de jévenes HSH de ese pais, lo que podria causar una pérdida
severa del recuento de linfocitos T CD4 y una progresion rapida de la
enfermedad (161). Las observaciones del analisis de los cllster de transmisién
contradicen la hipotesis de que los virus R5 se seleccionan en la transmision y
apoyan la idea de que las infecciones R5 o X4/dual resultan de un proceso

estocastico.(213)
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Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de

los pacientes estudiados, con la prediccion del fenotipo y el subtipo de
VIH-1

100 12*

42*

100

*Para este analisis se excluyd un paciente de este grupo, ya que tenia incompleta la

informacion clinico-epidemioldgica.

100 23*

100

20

100

100

100

4,8 0 00 0 00 0 0,0 0 00 5,0 1 12,5
310 4 235 0 00 9 SO ISR RSO i 250 0 0,0
429 7 412 5 41,7 7 304 9 450 10 50,0 4 50,0
214 6 35,3 |9 41,7 5 21,7 8 400 4 200 3 37,5
0,0 0 00 2 16,7 2 8,7 0 00 0 0,0 0 0,0
64,7 10 833 15 652 13 650 13 650 6 75,0
176 0 00 3 130 4 200 4 200 O 0,0
118 1 S=NE 130 2 100 2 100 1 12,5
59 1 SEHE 8,7 1 50 1 50 1 12,5
765 11 91,7 14 609 14 70,0 17 850 7 87,5
765 11 91,7 13 565 14 70,0 15 750 6 75,0
118 0 00 4 174 1 50 4 200 O 0,0
118 1 83 4 174 2 100 3 150 0 0,0
00 0 00 O 0,0 1 50 2 100 O 0,0
b | 2 16,7 5 21,7 8 400 5 250 2 25,0
41,2 9 75,0 10 435 8 400 6 300 6 75,0
100 12 100 22 957 20 100 19 950 8 100
118 2 16,7 2 8,7 3 150 2 100 1 12,5
824 11 91,7 14 609 13 650 13 650 6 75,0
294 4 333 6 261 6 300 5 250 2 25,0
176 2 16,7 1 4,3 2 100 4 200 1 12,5
b |8 41,7 7 304 5 250 4 200 3 37,5
176 1 83 9 sl L Jesgd | 350 2 25,0



La prevalencia de las variantes de X4 aumenta con la disminucién del recuento
de células CD4 y varios estudios muestran un riesgo significativamente mayor
de progresion de la enfermedad entre los pacientes con virus X4 (I1S) (212). Un
estudio con macacos infectados con un virus quimérico (SIV/HIV quimérico)
que expresa en la envoltura de VIH-1, virus con tropismo CXCR4, muestra un
rapido agotamiento de células TCD4, lo que sugiere una funcién causal de los
virus X4 en la rapida progresion de la enfermedad(212). El largo intervalo entre
la infeccion y la aparicién de los virus X4, en la mayoria de los pacientes,
aboga por una fuerte seleccion de éstos virus al comienzo del curso de la
enfermedad por VIH. Por lo tanto, la posibilidad de que las variantes X4 son
una consecuencia, mas que una causa, de avanzar a la inmunodeficiencia
sigue siendo una explicacién plausible para la asociacion del virus X4 con la
progresion de la enfermedad. El desarrollo de antagonistas de los receptores
de quimiocinas como una nueva clase de agentes antirretrovirales puede
proporcionar nuevas herramientas para abordar esta importante cuestion de la

patogénesis (212).

En la presente investigacion (Tabla 8), el virus CRF19 _cpx se asocidé con
infeccién en individuos jovenes (39,1% entre los 15 y 30 afios) (p=0,025, OR:
3,548 IC: 1,136-11,077). No se encontré ninguna otra caracteristica clinico-
epidemioldgica asociada este virus o a otro subtipo de VIH-1. En otros estudios
cubanos este grupo etario se ha asociado con la infeccion reciente por VIH y es
en este grupo donde se observa la mayor incidencia de la infeccién por VIH en
la epidemia cubana. Esto nos hace pensar en un incremento en la incidencia
de esta forma genética de VIH (el CRF19_cpx) en la poblacién recién infectada
con VIH en Cuba (19).En otro estudio, sin embargo, se encontré esta variante
viral mas prevalente en la region central de Cuba, lo que no se ha observado

en estudios posteriores (23).

Hay otros factores, no abordados en la presente investigacion, que también
modulan el cambio de tropismo viral R5 a dual y X4 y con la progresion mas
rapida de la enfermedad. Dentro de ellos se describen los factores genéticos
del hospedero. Entre los mas importantes estan los polimorfismos en los genes
que codifican los co-receptores de quimiocinas y sus ligandos y en los genes

HLA. Aproximadamente el 10% de los individuos caucasicos llevan un alelo
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defectuoso que tiene una supresion de 32 bases en el gen CCR5 (también
conocida como delecion 32). El 1% de las personas son homocigéticos para
esta delecidén y resistentes a la infeccion por virus R5(212). Los individuos
infectados que son heterocigotos para el alelo CCR5 se pueden infectar con
VIH pero tienen una progresiéon mas lenta de la enfermedad que aquellos con
el alelo de tipo salvaje (212). Este efecto es limitado a los pacientes con cepas
R5 de VIH-1, porque los virus inductores de sincitio utilizan el receptor CXCR4
(212). También se ha descrito que la mutacion en el gen CCR2 (otro de los co-
receptores utilizados por el virus) reduce asimismo la tasa de progresion de la
enfermedad (212), posiblemente retrasando la aparicién del virus X4. Por el
contrario, las mutaciones en el promotor de la region del CCR5 (CCR5 P1) se

asocian con la aceleracion en la progresion de la enfermedad (212).

Al analizar los valores de CV y de CD4, divididos por rangos (Tabla 9, Figura
7), observamos que los pacientes que presentaban virus con tropismo CCR5
(virus R5) exhibian valores relativamente bajos de CV (entre 1000 y 10000
copias/mL) comparado con los otros virus (p=0,024, OR: 5,4, IC: 1,107 -26,339),
asi como conteos de CD4 por encima de 200 células/mL, especificamente
entre 200 y 350 células/mL (p=0,025, OR: 3,846, IC: 1,129-13,1). Por el
contrario, el 64,7% de los virus R5X4 mostraron valores altos de CV, siendo
cinco veces mas probable que los virus con tropismo dual tuvieran valores de
CV por encimas de 10° copias /mL (p=0,004, OR: 5,238, IC: 1,632-16,812),
comparado con los otros virus. Adicionalmente, el 76,5% de los pacientes
infectados con estos virus presentaban conteos de CD4 por debajo de 200
células/mL (p=0,007, OR: 5,107, IC: 1,468-17,774). El 75% de los virus con
tropismo X4 exhibian valores de CV entre 10* y 10° copias/mL por lo que este
tipo de virus también se asoci6 con valores de CV por encima de 10* copias/mL
(p=0,016, OR: 5,045, IC: 1,233-20,649).
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Tabla 9. Distribucion de los rangos de carga viral y de los conteos de CD4 de los pacientes estudiados y la relacion con la
prediccion del fenotipo y el subtipo de VIH-1

0 0 1 0
28,6 1 50 1 83 4 174 3 150 6 300 1 12,5
405 5 294 9 750 12 522 9 450 6 30,0 4 50,0
28,6 11 647 2 167 7 304 8 400 7 350 3 37,5
ConteodeCD4 (células/mL)
<200 14 333 13 765 7 583 11 478 8 400 11 55,0 4 50,0
16 381 0 00 4 333 8 364 6 300 4 190 2 25,0
>350-500 8 190 2 1,8 1 83 2 91 5 250 2 95 2 25,0
4 95 2 18 0 00 2 91 1 50 3 143 0 0,0

*Para este andlisis se excluy6 un paciente de este grupo que tenia incompleta la informacién clinico-epidemiolégica
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Figura 9. Comparacion de los valores de carga viral y del conteo de CD4

segun la prediccién del fenotipo viral en las muestras estudiadas

Las variaciones de los recuentos de células T CD4 + en el tiempo se considera
un predictor central de la progresion de la enfermedad, la muerte y el inicio del
tratamiento (214, 215), y es utilizado por OMS para definir estadificacion de la
enfermedad (216).

Aunque la replicacion del virus, y por consiguiente la CV es el motor que
impulsa la progresion a sida, el recuento de células CD4 es el marcador més
atil para predecir el riesgo inmediato de desarrollar determinadas infecciones

oportunistas (217).

Como se ha descrito previamente en la discusién de los resultado de la
presente investigacion, los virus R5 se tienen baja capacidad replicativa y por
tanto se asocian a bajos niveles de CV y mayores conteos de células CD4, lo
contrario se refiere para los virus R5X4 o X4, que tienen mayor capacidad
replicativa, son inductores de sincitios y por tanto exhiben mayores niveles de
CV y bajos conteos de células TCD4, lo que coincide con los hallazgos
mostrados en este estudio(218).

Otros estudios previos de China (Xiaoshan Li. Y col.,) y Cuba hallaron también

la asociacion entre el tropismo de CXCR4 y menores recuentos de CD4 (26).

Como se observa en la Figura 10A, las medianas de la CV fueron diferentes
entre los virus con diferente tropismo o fenotipo viral (p=0,014), Particularmente,
los virus con tropismo dual mostraron los mayores valores de CV (mediana

1,4x10° copias/mL), comparado con los otros tipos de virus, seguido por los
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virus X4 (3,2x10* copias/mL). Se encontraron valores de CV significativamente
mayores entre los virus R5X4 comparado con los otros virus (p=0,0121 entre
R5X4 vs R5 y p=0,0021 entre R5X4 vs X4). De igual manera, los conteos de
CD4 también fueron diferentes entre los pacientes infectados con los tres tipos
de virus, clasificados segun el uso del co-receptor (p=0,0053), siendo los
conteos significativamente superiores entre los pacientes infectados con virus
de tipo R5 (mediana de 260 células/mL), comparado con los pacientes
infectados con virus R5X4 o X4 que mostraron medianas de 41 y 132

células/mL, respectivamente (Figura 10B).

En un gran estudio de cohortes en Londres, los sujetos con VIH (cepa
dual/mixto o X4) tuvieron disminuciones mas rapidas en el recuento de células
T CD4 + que aquellos con R5 en ausencia de TARVAE. Sin embargo, el
recuento de células T CD4 + aumentd, mientras que el tiempo de supresion
viral y las tasas de supresion viral en 2 afios fueron similares entre los grupos
de los sujetos tratados (152). En otro estudio que caracterizd los factores
virales que influyen en la rapida progresion del VIH (219), la mayor capacidad
replicativa del virus y el uso de co-receptores CXCR4 estuvieron
estrechamente vinculados con el agotamiento acelerado de las células TCD4 +
y la progresion rapida de la enfermedad. En un andlisis previo realizado por
este grupo de autores, los sujetos con presentacién tardia y CD4 <100 al
momento del diagnéstico de VIH que tenian cepas X4, y se asociaron con un
recuento de LT CD4+ significativamente menor que los infectados con virus R5,
ademas mostraron un deterioro del recuento de células TCD4 + durante los
siguientes dos afios de TARVAE (220).

Vancoillie L. y col, (221) en el 2017 emplean la secuenciacion masiva para
predecir la preferencia en el uso del co-receptor de los aislados virales
obtenidos. En seis pacientes reveld la presencia de una mezcla de variantes
que usaban CCR5 y CXCR4 antes del inicio del TARVAE. En tres de estos seis
pacientes las variantes que emplean CCR5 y CXCR4 se detectaron
alternativamente en el tiempo. Este hallazgo aboga contra la evolucion viral
porque en caso de evolucion y concomitante presién selectiva, se podria
esperar la deteccidn consistente de descendientes de la misma cepa con el uso

de co-receptor sin cambios, o posiblemente un solo cambio, en un determinado
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punto de tiempo (221).

Algunos estudios informan una recuperacion del recuento de células T CD4
mas pobre en sujetos tratados, con supresion virologica, infectados con virus
X4 en relacion con individuos en iguales condiciones pero que portan virus R5
(178, 182). Las discrepancias entre los resultados en diferentes estudios
pueden deberse a la heterogeneidad de las poblaciones que se estan
estudiando (por ejemplo, las diferencias en la CV y los recuentos de células T
CD4 + en la entrada al estudio, el uso de antirretrovirales y la duracion del
seguimiento).
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Figura 10. Comparacion de los valores de carga viral segun la variante
viral detectada en la region C2V3 del gen env (A) y en el gen pol (B) en las
muestras estudiadas

Al comparar los valores de CV entre los diferentes subtipos virales, teniendo en
cuenta la variante detectada al secuenciar la regién C2V3 del gen env (Figura
8A) y pol (Figura 8B), se observan mayores niveles de CV en los virus
CRF19_cpx, comparado con los otros virus, particularmente al analizar los
subtipos en el gen de la polimerasa (p=0,0658), donde alcanza la significacion
estadistica al comparar el CRF19 _cpx con el CRF18 cpx (p=0,0249) y con los
CRFs_BG (20, 23, 24) (p=0,0591).
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En un estudio previo de progresion rapida a SIDA publicado por Kouri y cols
(26) utilizando también muestras de VIH de pacientes cubanos, al comparar los
principales subtipos de VIH-1 detectados (B y CRFs_BG 20-23-24) con el
CRF19_cpx, se observd que los pacientes infectados con este ultimo tenian
mayores niveles de CV al diagnostico de VIH, mientras que al momento de la
toma de la muestra la diferencia se observé solo al comparar con los CRF20—
23-24 _BG, lo cual coincide con los resultados observados en este estudio, a
pesar que no contdbamos con el dato de CV al diagnéstico de los pacientes
(26).

La alta CV del CRF19_cpx, quizas resultante de la alta replicacion viral (222)
podria apoyar la hipétesis de que esta variante viral tiene mayor capacidad
replicativa, que es un rasgo distintivo de los virus que utilizan el co-receptor
CXCR4 (222). Ademas, el hecho de que los mayores valores de CV se
observaron al tener en cuenta el subtipo de VIH detectado en el gen pol, apoya
hallazgos previos (26) sobre la alta adecuacion (fithess) observada en la PR
(codificada por el gen pol) del CRF19 cpx y sugiere que pol tendria un papel
mas importante (en este gen el virus CRF19 cpx tiene subtipo D) en la

patogénesis de la enfermedad.

Sin embargo, otros genes del subtipo D del virus CRF19 cpx (gag y nef), no
investigados en este estudio, pudieran también asociarse con la replicacién
viral incrementada y la patogenia in vivo. Los genes gag y nef contienen la
mayor cantidad de epitopes de CD8 y son frecuentemente reconocidos por el
sistema inmune (223), por lo que deben ser estudiados en investigaciones

futuras.

Ademas, diferencias en la CV explican sélo una pequefia variabilidad en las
tasas de disminucién de células CD4 en pacientes que no reciben terapia
antirretroviral, lo que sugiere que otros factores como la activacion inmune,
conduce a la pérdida de CD4 en la infeccién por VIH. De hecho, la proporcion
de células T CD8 activadas, medida como el porcentaje de células que
expresan CD38, predice el riesgo de progresion de la enfermedad
independientemente de la CV y el recuento de CD4. Los niveles de IL-6 y
Proteina C-Reactiva estan elevados en pacientes con infeccién por el VIH y

predicen de forma independiente el desarrollo de enfermedades
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oportunistas.(212)

Los hallazgos del presente estudio refuerzan la hipotesis de que el virus
CRF19_cpx utiliza preferentemente el co-receptor CXCR4 (virus dual o X4), lo
que podria tener impacto en la rapida progresion de la infeccion asi como en la

limitacion del empleo de MVC para pacientes infectados con esta variante viral.

66



CONCLUSIONES

 Las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes estudiados coincidieron
con el comportamiento de la epidemia cubana de VIH.

 Se confirmd la gran diversidad genética del VIH-1 en Cuba, con la
consiguiente posibilidad de generar nuevas formas recombinantes Unicas.

» Se corroboré que en la variante CRF19 cpx es mas prevalente el fenotipo
R5X4/X4.

» La elevada frecuencia de mutaciones que confieren resistencia a Maraviroc
en la regién V3 de VIH-1 de los recombinantes cubanos , indican que podria
existir resistencia natural al Maraviroc o que pudieran ser solo polimorfismos

asociados a estas variantes virales no-B.

» Existieron diferencias en algunas variables clinicas, epidemiologicas,
inmunoldgicas y virologicas entre las variantes de VIH que utilizan el co-
receptor CXCR4 (R5X4 o duales) o CCR5, en la muestra analizada.

» La mayor carga viral observada en los virus CRF19_cpx sustenta la hipétesis

de que esta variante viral tiene mayor capacidad replicativa.
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RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio, con un disefio representativo del pais, sobre la

prevalencia de resistencia primaria y secundaria a Maraviroc en Cuba.

» Realizar estudios del fenotipo de VIH en los que se analicen otras regiones

del gen env que pudieran ser determinantes en el uso del co-receptor.

« Estudiar el comportamiento del fenotipo viral y uso del co-receptor in vitro, de

la variante viral CRF19_cpx.
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ANEXO I. Encuesta epidemiolbhica

Cdédigo de muestra asignado por LISIDA
Fecha de toma de la muestra
I- Datos generales y variables sociodemograficas:

1-Nombre y apellidos 2- Caso indice

3-Carnéldentidad _/ [/ /[ [/ | | | | | | 4-Fecha de diagndstico

deVIH /| |

5- Provincia 6- Municipio 7- Nivel de escolaridad
8-Edad al diagndstico 9-Edad Actual 10-Sexo ___ 11- Color de la
piel

lI-Variables epidemiolégicas:

12- Expliqgue la forma de deteccibn de Ila infeccion por VIH

13- Pruebas de deteccibn de VIH anteriores a la primera positiva

14- Fecha probable de contagio

15- Forma de contagio: Sexual: Parenteral:
16-Conducta sexual:
a) Orientacion sexual

b) NUmero de parejas sexuales en el ultimo afio
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c) Relaciones sexuales paralelas con una o0 mas personas 0 encuentros

casuales? Si No

d) Practicas relaciones sexuales siempre con condon? Si No

e) Mantienes relaciones sexuales con otras personas seropositivas después del
diagnéstico de VIH? Si No

Usas condon Si No

llI-Variables clinicas y de laboratorio:

17- Conteo de linfocitos T CD4+ al diagnostico de VIH: % cel/mms,

Fecha

(Primer trimestre después del diagndstico)

18- Valor de carga viral en el momento del diagndstico de VIH:
Ul/ml

19- Antecedentes de manifestaciones clinicas del sindrome retroviral agudo.
Si No

20- Causa definitoria de SIDA Si No

Enfermedad oportunista. Cuales ?

Conteo de linfocitos TCD4+ < 200 ( % cel./mm3 ),
Fecha

21- Clasificacion clinica CDC/OMS 1993

Nombre 'y firma del especialista que realizd la encuesta:

Fecha de realizada la encuesta:
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ANEXO Il. Documento de consentimiento informado.

Por medio de la presente solicitamos su colaboracion, absolutamente voluntaria,
para ser incluido en este proyecto. El Sistema Nacional de Salud Cubano,
cuenta con una amplia cobertura en la atencion integral al paciente seropositivo
al VIH (Institutos, Hospitales, Sanatorios, etc). Sin embargo, la aparicion de
resistencia a los medicamentos antirretrovirales (ARV) puede conducir al
fracaso terapéutico, con los consiguientes efectos en la evolucion desfavorable
del paciente. Ademas se ha detectado en Cuba la asociacion de una variante

del VIH, con la r4pida progresion a sida.

Para este estudio se necesitara una extraccion de sangre, la que se realizara
en presencia de monitoreo médico. La extraccion de la sangre sera realizada
en el laboratorio clinico de nuestra Institucidon, por personal autorizado y con
experiencia en ese menester, y cumpliendo todas las normas ética y de
bioseguridad. La muestra de sangre obtenida para el estudio no sera empleada
para realizar ningun otro estudio ni prueba que no sea lo estrictamente

estipulado en el presente proyecto.

Los resultados obtenidos seran estrictamente confidenciales, por lo que seran

de dominio so6lo de los autores del estudio y de los sujetos participantes.

Respetando los principios de voluntariedad, los participantes estan en todo su
derecho de decidir si desean o no colaborar con el estudio y una vez en él,
puede solicitar su exclusién en cualquier etapa del mismo, si asi lo deseara.
Esa decision sera respetada y no conlleva a ninguna penalidad o pérdida de los
beneficios, a los cuales tienen derecho. A cada uno de los participantes se le
informara el resultado de sus estudios en las diferentes fases del proyecto
hasta la conclusion final, y se les explicara el resultado si asi lo desean. Los

resultados de dichos estudios seran utilizados y publicados de forma anonima.
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De acuerdo con lo planteado en este documento, yo

paciente ,  padre ,

madre , tutor , estando en pleno uso de mis facultades, accedo a

colaborar con este proyecto.

Fecha:

Dado en el Hospital:

Provincia:

Firma de la persona que accede:

Nombre y Firma del médico de atencién:
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