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RESUMEN

Introduccion: Las pruebas de resistencia a los farmacos antirretrovirales son esenciales
para la eficacia terapéutica de los pacientes infectados con VIH. La secuenciacion por el
meétodo de Sanger es la prueba de referencia y detecta poblaciones virales superiores al 20
%, mientras que las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) pueden
detectar poblaciones minoritarias (1 %). Objetivo: Implementar el ensayo de NGS para
estudios genotipicos del VIH-1 en pacientes cubanos no tratados, infectados con diferentes
variantes virales. Materiales y métodos: Se secuenciaron plasmas de 28 pacientes, por el
método de Sanger y NGS Sentosa® SQ. Las secuencias se analizaron en la base de datos
HIVdb de Stanford para la deteccién de mutaciones totales, asociadas a resistencia a drogas
(MDR), niveles de resistencia antiretroviral y otros pardmetros. Se calcularon los indicadores
de desempefio del ensayo NGS implementado. Resultados: La NGS detectdé mas
mutaciones Uunicas (p=0,0006) y MDR (p=0,0104) en la regidbn de proteasa/reverso-
transcriptasa. No hubo diferencia entre las medias de los niveles de resistencia a los
farmacos utilizados en la terapia, para los métodos de secuencia analizados. Se observo
una buena concordancia entre NGS y el método de Sanger (88,0 %). Se obtuvieron
secuencias completas de las proteinas por NGS, sin embargo, con el método de Sanger, un
78,6 % (22/28) para proteasa, 85,7 % (24/28) para reverso-transcriptasa y 89,3 % (25/28)
para integrasa. Unicamente se encontraron codones de parada en las secuencias obtenidas
por NGS. Los subtipos mas frecuentes en proteasa/reverso-transcriptasa e integrasa fueron
las URF, CRFs_BG, CRF19 cpx, B, CRF18 cpx y C. Conclusiones: El método NGS
Sentosa demostré un buen desempefio y un flujo de trabajo mas optimizado para la
genotipificacion del VIH-1, con respecto al método de referencia. Estos hallazgos sustentan
su utilidad para mejorar los resultados de la terapia antiretroviral en la atencion al paciente

gue vive con VIH.

Palabras clave: VIH-1, Secuenciacién de préxima generacion, Sanger, mutaciones de

resistencia, concordancia.
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x Introducciéon

I. INTRODUCCION

Hasta finales del afio 2023, se estimaba que 39,9 millones de personas vivian con el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) en el mundo, el retrovirus responsable de la
pandemia del VIH/sida. Después de casi 40 afios de su aislamiento, este sigue siendo

una amenaza para la salud mundial -2,

El VIH pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, género Lentivirus. La
enfermedad producida por este virus, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida),
se describi6 por primera vez en Los Angeles, EE. UU en el afio 1981 por el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, del inglés, Centers for Diseases Control),

aungue el VIH se identificé en 1983 como agente causal de esta enfermedad ¢ 4,

Existen dos agentes virales causantes del sida, el virus de inmunodeficiencia humana tipo
1 (VIH-1), y el virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2). El primero presenta una
distribucién mundial y es el responsable de la mayor parte de los casos, mientras que el
segundo predomina en el continente africano, aunque se reportan casos importados en

Europa y América ©),

A pesar de que se realizan grandes esfuerzos para eliminar esta enfermedad, 1,3
millones de personas contrajeron la infeccién por el VIH en el afio 2023 y 630.000

personas fallecieron a causa de patologias relacionadas con el sida en todo el mundo @,

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 afno 2023 se reportan 41.179 personas infectadas con VIH-1, de las cuales
sobrevivieron 32.758. El mayor numero de casos corresponde al sexo masculino, lo que
constituye mas del 80,0 % de los casos diagnosticados, especificamente los hombres
gue tienen sexo con otros hombres (HSH) representan el 89,9 %. En el afio 2001 se
decide comenzar la produccion de antiretrovirales (ARVs) y en el 2003 se logra una
cobertura completa de tratamiento ©). Tras la introduccion de la terapia antiretroviral de
alta eficacia (TARVAE) en el 2001, se constatdé una disminucién significativa de la morbi-
mortalidad por el VIH/sida. Actualmente, 27.909 personas se encuentran en régimen de
TARVAE O,

La epidemia de VIH-1 en Cuba esta caracterizada por una diversidad genética viral, en
contraste con el resto de la region del Caribe @ 9. Las formas genéticas reportadas

incluyen a los subtipos puros A, B, C, G, H, J y a las CRFs (del inglés, circulating
10



x Introducciéon

recombinant forms) cubanas: CRF (20, 23, 24) BG, CRF18 cpx y CRF19 cpx (0. 1),
Actualmente, el subtipo B mantiene una alta prevalencia, sin embargo las CRFs (20, 23,
24) BG y varias URFs (del inglés, unique recombinant forms) incrementan su incidencia

anualmente 12, En particular, la CRF19_cpx se asocia con progresion rapida al sida (3.

En el afio 1987 se introduce a nivel mundial la terapia ARV, hallazgo que produjo un
incremento sustancial en la sobrevida y en la calidad de vida de los pacientes infectados
con el VIH-1 4, Existen hoy seis familias de farmacos ARVs empleadas en el tratamiento
de la infeccion por VIH-1. Entre ellas estan los inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucleésidos (ITIAN), inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucledsidos (ITINAN), inhibidores de la proteasa (IPR), los inhibidores de la céapside,
inhibidores de la integrasa (IINT) y los inhibidores de la entrada; que incluyen inhibidores
de fusién (IF), antagonistas de los correceptores, inhibidores de la fijacion y de la post-
fijacion (19,

En el 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lanzé la estrategia 90-90-90 y
eleva esta meta en marzo de 2021 a 95-95-95. Con ella, aspira a reducir y poner fin a la
pandemia de VIH. Para ello, el 95 % de los pacientes deben ser diagnosticados
tempranamente, deben recibir terapia antirretroviral (TAR) todos los diagnosticados
(independientemente del estado inmunoldgico) y se espera que mas del 95 % logre la
supresion virolégica (19, La Agenda 2030 de las Naciones Unidas para el Desarrollo
Sostenible y la Estrategia Global del Sector de la Salud sobre el VIH de la Organizacién
Mundial de la Salud, 2016 a 2021, se han comprometido a poner fin a la epidemia de
SIDA para 2030 @7,

La resistencia ARV es uno de los factores clave que inciden en alcanzar la supresion
virolégica por encima del 95 %, y es una de las principales causas de fallo de los
regimenes de tratamiento. Su emergencia disminuye los beneficios sostenidos de la
TARVAE, aun mas cuando la resistencia puede transmitirse de un individuo a otro. Este
aspecto constituye una amenaza para los avances mundiales en el tratamiento y la
prevencion de la infeccion por VIH-1 logrados en la ultima década (8. Actualmente se
requiere una estrecha vigilancia de los niveles de resistencia ARV, tanto en pacientes no

tratados, como en aquellos que se encuentran bajo terapia ARV (9),

Las pruebas de resistencia a los medicamentos antirretrovirales se realizan mediante un
analisis de secuencia del gen de la polimerasa (pol) del VIH-1, incluidas las regiones que

codifican para las proteinas transcriptasa inversa (RT), proteasa (PR) e integrasa (IN), las

11
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gue son blanco de los medicamentos contra el VIH mas comunmente utilizados: ITINAN,
ITIAN, IPR e IIN 0,

La secuenciacion de nucleotidos que conforman la molécula de ADN representa el
analisis mas detallado de su estructura y una herramienta eficaz para identificar variantes
en el material genético. La secuenciacion de Sanger (SS) supuso, en la década de los
1970, una revolucion importante en la genética humana y sentd un importante precedente
en el origen de la era gendmica. Sin embargo, en los ultimos afios se desarrollaron
nuevas plataformas de secuenciacion denominadas de alto rendimiento o0 nueva
generacion (NGS, del inglés, Next-Generation Sequencing). Estas herramientas son
capaces de generar paralelamente, y de forma masiva, millones de fragmentos de ADN
en un unico proceso de secuenciacion. Con su aplicacién se eleva significativamente el
rendimiento del proceso de secuenciacion, a un menor costo y con ventajas significativas

respecto a los sistemas convencionales @Y,

La secuenciacion de Sanger, es el método de referencia que se utiliza principalmente
para identificar mutaciones de resistencia a los medicamentos (MDR, del inglés, drugs
resistant mutations) empleados para inhibir la replicacion del VIH-1 9,

El desarrollo de la secuenciacion de préxima generacién o secuenciacion masiva, abrid
un nuevo campo para el estudio e identificacion de las MDR y su aplicacion se introduce
cada vez mas en el diagnadstico clinico. Los métodos de NGS pueden llegar a detectar las
MDR presentes en un porcentaje menor o igual al 5 % de la poblacion viral que infecta al
paciente. Sin embargo, mediante el método de secuenciacion de Sanger se logra la
identificacion de dichas mutaciones en aquellas variantes virales que estan presentes en
un porcentaje por encima del 20 %. Varios estudios demuestran que la deteccién de MDR
presentes en un porcentaje bajo se asocian con fracaso terapéutico, particularmente

aquellas relacionadas con resistencia a los ITINAN (20.22.23),

Una de las plataformas comerciales semiautomaticas basada en NGS, recientemente
desarrollada para la deteccién de resistencia a los medicamentos contra VIH-1, es el
Sentosa® SQ (Vela Diagnostics, Singapur). Este ensayo utiliza un sistema robdético para
la extraccion de ARN y la preparacion de bibliotecas. Las MDR en los genes que
codifican para la RT, PR e IN se identifican mediante secuenciacion de semiconductores
de iones junto con un sistema informatico integrado para el andlisis de datos y la
elaboracién de informes. EI NGS Sentosa® SQ, recibié la aprobacion para su uso en el
diagndstico in vitro a partir de comparaciones de dicho método con respecto al método de

Sanger. En un estudio realizado por Weber y cols., en 2019, los autores demostraron un
12
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mayor rendimiento del sistema NGS Sentosa® SQ, lo que reafirma sus ventajas y

desventajas 9.

Los métodos de NGS proporcionan una sensibilidad mejorada para detectar el VIH que
utiliza el correceptor CXCR4 o0 X4, lo que tiene implicaciones para la recuperacion
inmunitaria, la progresion clinica y la respuesta virolégica a los antagonistas de CCR5 (&
249, En una era en la que la TAR esta indicada para toda persona que viva con VIH-1, la
genotipificacion del VIH-1 sigue siendo clave, tanto para el tratamiento clinico como para
la vigilancia, y desempefiara un papel esencial para poner fin a la pandemia del VIH-1 en

las préximas décadas 2,

A partir del afio 2009 se implement6 en Cuba la tecnologia para determinar las
mutaciones del VIH-1 que confieren resistencia a los farmacos ARVs, mediante el método
de secuenciacion de Sanger ?®), Recientemente, el Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri”, como parte del fortalecimiento de sus capacidades tecnoldgicas, adquiri6 un
sistema de NGS Sentosa® SQ (Vela Diagnostics) que consta con el paquete para las

pruebas genotipicas del VIH-1.

La secuenciacion por el método de Sanger se utilizé durante décadas para diagnosticar la
resistencia a los medicamentos contra el VIH-1 y se demostré que es altamente
reproducible en diferentes entornos clinicos. Por el contrario, las tecnologias NGS
evolucionaron rapidamente, lo que trajo consigo cambios en los protocolos de analisis
bioinformatico y de laboratorio 7). Debido a la reciente introduccion de NGS Sentosa®
SQ (Vela Diagnostics) en el diagnéstico clinico, y en particular en Cuba, cuya epidemia
de VIH-1 se caracteriza por una gran variabilidad viral, el presente estudio se propone,
implementar el ensayo de NGS para estudios genotipicos del VIH-1 en pacientes

cubanos no tratados, infectados con diferentes variantes virales.
Problema cientifico

El ensayo de secuenciacion masiva Sentosa® SQ (Vela Diagnostics) resulta mas
sensible y especifico que el método de Sanger para la obtencidén de datos referentes a
estudios genotipicos en pacientes cubanos no tratados infectados con diferentes

variantes genéticas del VIH-1.

13
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l.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Implementar el ensayo de secuenciacion de nueva generacion para estudios genotipicos de

VIH-1 en pacientes cubanos no tratados, infectados con diferentes variantes virales.

[.2.2 Objetivos Especificos

1. Detectar las mutaciones virales relacionadas o no, con resistencia a los farmacos

ARVSs, por secuenciacion Sanger y secuenciacion de nueva generacion.

2. Correlacionar los diferentes niveles de resistencia a cada farmaco, asignados por los

dos métodos de secuenciacion empleados.
3. Evaluar los indicadores de desempefio de la secuenciacién de nueva generacion
contra la secuenciacibn Sanger, como prueba de referencia, para los diferentes

subtipos y formas recombinantes identificadas.

4. Comparar los subtipos y formas recombinantes del VIH-1 identificados en las

secuencias virales obtenidas con las dos metodologias de secuenciacién empleadas.

14
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ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

[I.1. Historiay origen del VIH

A principio de la década de los 80, jévenes homosexuales en los Estados Unidos
comenzaron a enfermarse y morir de infecciones oportunistas que su sistema inmunoldgico
deberia haber defendido. Los médicos estaban desconcertados y el miedo se extendia por
la comunidad gay con cada nuevo caso, de lo que se denominé la “plaga gay”. Casi sin
excepcion, los pacientes experimentaron un rapido descenso y la muerte, mientras sus
médicos trataban en vano una infeccidn oportunista tras otra.?® Como hallazgo de
laboratorio se observo que todos estos individuos mostraban una marcada deplecion del
grupo de diferenciacion celular de los linfocitos T CD4+ en sangre periférica.@®

En septiembre de 1982, el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) denominé esta
enfermedad como sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) en EE. UU y también en
Francia y Espafia. En 1983, el CDC document6 su transmision heterosexual, un hallazgo
gue comenz6 a cambiar la percepcion del sida como una enfermedad exclusiva de los

homosexuales.(?8)

El agente causal de esta enfermedad, el VIH se descubrié en 1983, a los dos afios de la
comunicacién de los primeros casos de sida, por el grupo de Francoise Barré-Sinoussi y Luc
Montagnier en el Instituto Pasteur de Paris, y posteriormente en 1984 por el propio grupo de
Robert Gallo en el Instituto Nacional de salud en Bethesda, EE. UU En 1986 se acordo la
denominacion de virus de la inmunodeficiencia humana.® Este mismo afio, otro retrovirus
relacionado con el VIH-1, pero con caracteristicas inmunoldgicas distintivas y menor
patogenicidad, fue aislado de individuos residentes en el Oeste de Africa, al que se le
denominé Virus de Inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2).Gb

A partir del aislamiento, el clonaje molecular y la clasificacion inicial del VIH-1 se
caracterizaron varios lentivirus de primates genéticamente distintos y se determind su
relacion filogenética con el VIH. El VIH-1 se relaciona mas con el virus de la
inmunodeficiencia de los simios (chimpancés, Pan troglodites troglodites), el que, a

diferencia de otros virus de inmunodeficiencia de simios, contiene un gen llamado vpu que
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también esta presente en el VIH-1.G2 El VIH-2 esta filogenéticamente mas relacionado al
virus de la inmunodeficiencia de los simios (sooty mangabey) (SIVsmm, siglas del inglés,
simian immunodeficiency virus in sooty mangabey monkeys) con una similitud de sus

secuencias nucleotidicas de un 75 %.33)

II.2. Clasificacion taxondmica.

El VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae, género Lentivirus. Se conocen siete subfamilias
de retrovirus: los Alfaretrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus, Lentivirus y Espumaretrovirus. Los Deltaretrovirus y los Lentivirus son las
Unicas subfamilias de retrovirus que hasta el momento se asocian con una enfermedad en
humanos. Los Lentivirus, como su nombre sugiere, causan una enfermedad lenta y

producen inmunodeficiencia en ovejas, caballos, ganado, simios y humanos.©4

I1.3. Estructura del virion.

Los viriones inmaduros del VIH tienen forma icosaédrica y las particulas maduras pasan a ser
conicas. Tienen un tamafio de 100 a 120nm y son virus envueltos. Los elementos que forman
parte de su estructura consisten en: una envoltura lipoproteica, en la que se encuentran
insertadas las glicoproteinas virales de superficie (gp120, SU) y transmembranal (gp41, TM); la
matriz del virus (pl7, MA), la capsida (p24, CA) y mas al centro una compleja estructura
formada por la nucleocapsida (p7, NC) y dos moléculas de ARN genomico. Ademas, se
encuentran tres enzimas que son necesarias para el ciclo replicativo: la proteasa (pll, PR), la
transcriptasa inversa (p66/p51, TI) y la integrasa (p31, INT). La transcriptasa reversa y la
integrasa se encuentran unidas al genoma viral y la proteasa no esta unida, pero esta ubicada

dentro de la nucleocaspsida. (Figura 1) (29 3%
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Proteinas virales
- Transcriptasa inversa
- Proteasa
- Integrasa

Capsida
de p24

Membrana
lipidica

Figura 1. Esquema general de la estructura de la particula de VIH.

Fuente: (36

Il.4. Organizacion del Genoma

El genoma del VIH es lineal, constituido por 9,8 kilobases. El material genético del virus
contiene tres genes estructurales, dos reguladores y cuatro genes accesorios o auxiliares.
Los genes estructurales se nombran: gag (grupo antigeno especifico), pol (polimerasa) y env
(envoltura). Los genes reguladores son el transactivador transcripcional (tat) y el regulador
de la expresion viral (rev); ambos codifican para proteinas de bajo peso molecular que son
esenciales para la replicacion viral y que no forman parte de la particula viral. Los genes
auxiliares no son esenciales para la replicacion viral in vitro y se nombran vif, vpr, vpu y nef,

pero in vivo participan en la patogenia de la enfermedad. ") (38)

Los &cidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) de gag y pol son transcriptos formando
poliproteinas que son escindidas por la proteasa viral (codificadas por pol) para formar,
entonces, proteinas funcionales individuales. El producto del gen env, gpl60, es escindido
por una proteasa celular en gp120 y gp41, que son ensambladas en forma de trimeros en la

envoltura viral (Figura 2).@%
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Figura 2. Organizacién del genoma del VIH-1.

Fuente: ejb.ucv.cl/.../Asparchivos/capitulo011fig.htm

Tabla 1. Tamario, localizacion y funcion de las proteinas que codifican los 9 genes de VIH-1

Nombre Tamaiio Funcidn Localizacién
Gog
MA pl? Anclaje de la membrana Trasporte al nicleo Virién
CA p24 Capside Virion
NC p7 Nucleocapside, union a ARN Virién
p6 Unién a Vpr Virién
Pol
PR pls Corte de Gag/Pol y maduracién Virién
RT p66,p51 Retrotranscripcién y actividad ARNsa H (p15) Virién
IN p31 Integracion del Provirus Virion
Env gp120/gpd1 Glicoproteina de envoltura, Unidn a CD4 y co-receptores Membrana externa del virion
Tat ple/pl4 Transactivador transcripcional Niicleo y nuclealo
Rev pl9 Transporte de ARN fuera del nicleo Vehiculo nucleolo-citoplasma
Vif p23 Infectividad (anula A3G) Citoplasma y viridn
Vpr pl0-15 Transporte nuclear, estabiliza ciclo celular en G2/M Virién
Vpu plé Liberacién de particulas en la membrana (anula Tetherin) Membrana
Nef p27-25 Inhibe la expresion de CD4 y HLA clase | Membrana y citoplasma

CA: capside; INT: integrasa; MA: matriz; NC: nucelocapside; PR: proteasa; Tl

Fuente: 39

. retrotranscriptasa.
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I1.5. Ciclo biolégico del VIH

Entrada del VIH en la célula

La entrada del VIH en la célula se produce mediante la interaccion secuencial con dos
receptores, CD4 y los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 (fig. 3). La interaccion
inicial se produce entre gpl20 y la molécula CD4 e induce una serie de cambios
conformacionales que exponen el dominio V3 y regiones adyacentes que forman el dominio
de union de la gpl20 a los receptores de quimiocinas. Esta segunda interaccion induce
nuevos cambios en la estructura de la gp41 que expone en la region N-terminal un dominio
altamente hidrofébico que se ancla en la membrana plasmatica. Esta estructura inestable
genera un movimiento de uniéon de los dominios heptaméricos de la gp4l y durante este
proceso de cierre o plegamiento la membrana plasmatica y viral se aproximan y fusionan.
Ademas de estos dos receptores virales, las células dendriticas presentan en su superficie
las lectinas DC-SIGN y L-SIGN, que unen de forma inespecifica virus entre los que se
incluyen el VIH. La union del VIH a estas lectinas facilita e incrementa enormemente la
infeccion de los linfocitos circundantes. Este fendmeno, denominado de facilitacion en trans,
hace de la interaccion entre dendriticas y linfocitos, denominada sinapsis inmunitaria, una
zona preferente de propagacion del VIH a linfocitos CD4.40)

Decapsidacion, retrotranscripcion e integracion viral

Una vez fusionadas las membranas viral y celular, se produce la internalizacién de la
nucleocéapside y la decapsidacion del genoma virico. En este proceso, las proteinas de la
capside se desensamblan y liberan el genoma viral. Este paso es inhibido por la proteina
celular TRIM5a, que es especifica de especie. Por tanto, para infectar una especie
determinada cada retrovirus debe generar variantes en las proteinas de la capside que le
permitan eludir el TRIM5a especifico, como el VIH ha realizado a lo largo de su evolucion. El
proceso de sintesis de ADN a partir del ARN viral o retrotranscripcion es realizado por el
complejo enzimatico de la transcriptasa inversa. Una vez sintetizado, el ADN proviral se
acopla a una serie de factores celulares y virales (Vpr) formando el complejo de
preintegracion. Este complejo es transportado al nucleo, donde se integra en el genoma del
hospedador, constituyendo la forma proviral del VIH. EIl ADN no integrado representa el 90
% del ADN viral existente en linfocitos circulantes y en su forma lineal constituye un

reservorio susceptible de integracion si la célula es adecuadamente activada. Debido a su
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corta semivida, la persistencia de ADN no integrado constituye un marcador de replicacion
viral en pacientes en tratamiento antirretroviral (TARGA), aunque éstos no presenten carga
viral plasmaética detectable.“9)

Etapas tardias. Reactivacion vy replicacion viral

A partir del estado de integracion, el VIH puede permanecer latente, replicarse de forma
controlada o experimentar una replicacibn masiva con el consiguiente efecto citopatico sobre
la célula infectada. A partir del estado de provirus integrado, la replicacion del VIH comienza
mediante la transcripcion del genoma viral. La parte inicial de este proceso, denominada
iniciacion de la transcripcion, depende de factores celulares y se produce en ausencia de
proteinas virales. El principal factor celular que interviene en el paso de la fase de latencia
viral a la de reactivacion es NF-kB, una familia de proteinas que regulan la expresion de
multiples genes celulares que participan en los procesos de reconocimiento y activacion
inmunitarios. Este factor no existe en forma activa en los linfocitos CD4 en estado de reposo
y es inducido en el curso de los procesos de activacion inmunologica, lo que explica que la
replicacion del VIH esta estrechamente relacionada con el estado de activacién de los
linfocitos infectados.“?)

Elongacion y sintesis de ARN y proteinas

Una vez iniciada la sintesis del ARN viral, la expresion de la proteina viral Tat aumenta la
tasa de transcripcion del genoma del VIH y permite la elongacion completa del ARN viral. El
ARNm del VIH se sintetiza en forma de un Unico transcrito que debe ser transportado al
citosol y procesado en ARNs de distintos tamafos. Procesamiento y transporte, son
regulados por la proteina viral Rev, que tiene una localizacion preferentemente nuclear. Rev
también participa en el acoplamiento de los distintos ARNm a la «maquinaria» de los
ribosomas que sintetizaran las proteinas virales. Una vez sintetizadas, las proteinas virales
deben ser procesadas antes de ensamblarse en lo que constituirdn las particulas maduras.
En este proceso participan proteinas del virus como Vif, Vpu y la proteasa viral. Vif aumenta
entre 100 y 1.000 veces la infectividad viral. EI mecanismo de accion de Vif se produce
impidiendo la incorporacion de la proteina celular APOBEC3G a viriones maduros. Esta
proteina representa un mecanismo de inmunidad antiviral innata, activo frente a todos los
retrovirus. Su accion sobre el VIH no se produce en la célula infectada, sino interfiriendo en

el proceso de retrotranscripcidon en las células que seran infectadas en el siguiente ciclo. La
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maduracion final de los viriones y el ensamblaje correcto de las proteinas virales se produce
durante el proceso de gemacion a través de la membrana celular mediante la accion de la
proteasa viral que procesa las poliproteinas gag y gag-pol y permite formar particulas virales
maduras. Una vez que se produce la gemacion de los viriones, éstos son liberados al
espacio extracelular gracias al bloqueo de una proteina de membrana, la tetherina que actta
como un «secuestrador» de viriones en la membrana celular. La proteina Vpu del VIH-1
disminuye la expresion de los niveles de tetherina en la superficie celular permitiendo asi la
liberacion de los viriones al medio extracelular. Este es el mecanismo por el que la presencia
de la proteina Vpu aumenta la infectividad viral respecto a una variante viral que carece de

dicha proteina.“?
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Figura 3. Ciclo biologico del VIH-1.

Fuente: 40

I1.6. Receptores, correceptores de entrada y clasificacion fenotipica del VIH-1.
El receptor que utiliza el VIH para su entrada a la célula es la molécula CD4, que tiene
55kDa y se localiza, principalmente, en la membrana citoplasmatica de los linfocitos T, los

macrofagos, los monocitos, la microglia, las células de Langerhans y las células de la
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mucosa rectal. Los llamados correceptores de entrada son las moléculas CCR5 y CXCR4,
gue también se encuentran en la superficie de los linfocitos y los macréfagos, y que, de
manera natural, constituyen receptores de quimiocinas. Los ligandos naturales del CCR5
son las quimiocinas RANTES, MIP 1a y MIP 1. El unico ligando natural de CXCR4 es el
SDF-1. También pueden actuar como correceptores del VIH-1 otras moléculas que son
menos eficientes: CCR3, CCR2b, CCR8 y CCR9.(2%41)

La clasificacion fenotipica del VIH se basa en sus propiedades replicativas, citopaticas y de
tropismo. Desde el punto de vista replicativo la mayoria de los aislamientos de VIH-1 que se
realizan a partir de muestras de pacientes con pocos afios de infeccion, se caracterizan por
una replicacién viral lenta y se generan pocas cantidades de particulas. A este tipo de virus
se le conoce como “slow/low” y se distingue del que se denominan “rapid/high” que exhibe

una cinética de replicacion rapida y genera gran cantidad de viriones con titulos altos. 2

De acuerdo al efecto citopatico los virus se clasifican en inductores (IS) y no inductores de
sincitios (NIS) cuando producen, o no producen este tipo de efecto después de cocultivar,
primariamente, células mononucleares de sangre periférica (CMSP) infectadas con el virus,
con la linea celular de origen linfoide MT-2. 43

Refiriéndose al tropismo, el VIH se clasifica por el uso de correceptores de quimiocina de la
cepa viral predominante. Se observa una vinculacién fuerte entre las cepas IS y los virus T-
tropicos que infectan las células de la linea MT-2, mientras que los virus M-trépicos, que
infectan macrofagos, generalmente no producen sincitios. El descubrimiento del uso de los

correceptores por el VIH-1 llevd a un nuevo criterio de clasificacion. 9

Los aislamientos que utilizan el correceptor CXCR4 se designaron como X4 y son con
mucha frecuencia cepas T-trOpicas, inductoras de sincitios; mientras que los que usan el
correceptor CCR5, nombrados R5, son predominantemente cepas M-trépicas y no
inductoras de sincitios. Aquellos virus que son capaces de infectar tanto macréfagos como
células T se denominan duales (X4/R5) y expresan en sentido general un fenotipo casi
idéntico al X4. (2944, 45)
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[1.7. Historia natural de la enfermedad

El curso natural de la infeccion por VIH-1 se caracteriza por tres etapas o fases
fundamentales: la infeccion aguda, la etapa de latencia clinica y la fase de sida. La infeccidn
aguda se produce inmediatamente después del contagio y se define como el periodo que
transcurre desde la infeccion inicial hasta que se desarrollan anticuerpos contra el virus, que
habitualmente tiene una duracion desde seis semanas hasta tres meses. “9) Los sintomas y
signos se pueden confundir con los de una mononucleosis infecciosa o una gripe, y
aparecen en los dias posteriores a la exposicion. Los mas comunes son: mialgias, artralgias,
malestar general, fiebre, linfadenopatia, Ulceras orales, pérdida de peso, meningitis aséptica,
faringitis y erupciébn maculopapular cutdnea. La viremia suele ser alta y se observa una
disminucién de los linfocitos T CD4+, que se recuperan, posteriormente, sin alcanzar los

valores previos a la infeccion (Figura 4).(6. 47)

Sindrome de infeccion aguda por VIH
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Figura 4. Fases de evolucién del VIH/sida segun los marcadores de progresion (nimero de

linfocitos T CD4+ y carga viral).

Fuente: Hiv-timecourse.png./Dra. Garcia Moénica Epidemiologia molecular de enfermedades

infecciosas, cuantificacion de carga viral.

Al finalizar la fase de infeccion aguda, frecuentemente se equilibran los niveles de
replicacion viral y la respuesta inmune del huésped, y en muchos individuos no se presentan
manifestaciones clinicas durante anos. Esta etapa se conoce como “latencia clinica”, la cual
suele tener una duracion de 8 a 10 afios e incluso mas. ?® Durante esta etapa existe baja

produccion de virus, principalmente a nivel de los nédulos linfaticos, la carga viral es baja o
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indetectable y se mantiene un equilibrio entre la produccion de nuevos linfocitos T CD4+ y la
destruccion constante otras células T CD4+ producto de la replicacion viral y de otros
mecanismos inmunolédgicos. “® Después de la etapa de latencia clinica, el conteo de los
linfocitos T CD4+ disminuye lentamente hasta descender por debajo de las 200 células/mm?
. Para este momento el sistema inmune ya no es capaz de controlar la replicacion del VIH,
por lo que la carga viral se eleva. % 49 Esta etapa es la conocida como fase sida, y se
acompafla de sintomas Yy signos caracterizados por desérdenes inmunoldgicos,
dermatologicos, hematoldgicos y neurolégicos. También suele presentarse fiebre, pérdida de
peso, sudoracion nocturna y diarreas. Se incrementa el riesgo de desarrollar una serie de
enfermedades oportunistas caracteristicas de esta etapa que se conocen como

enfermedades marcadoras de sida “6. 49.50)

Tras la primoinfeccidn existen diferentes patrones de evolucion a sida. Aproximadamente el
10 % de los pacientes infectados por VIH progresan a sida en los dos o tres primeros afios
de la infeccion (progresores rapidos). Entre un 5 % y un 10 % permaneceran asintomaticos a
los 10 o 15 afios de la infeccidon, y mantendran una cifra de linfocitos CD4 por encima de
500/mm?3 (enfermos no progresores a largo plazo), los restantes pacientes habran

desarrollado el sida a los 10 afios (progresores tipicos) ®b,

Los factores relacionados con el huésped y los relacionados con el virus (la progresién a
sida es un proceso multifactorial) determinan principalmente 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 b,

[1.8. Marcadores de la progresién de la enfermedad
El conteo de LT CD4+ es un marcador excelente del estado inmunoldgico del paciente y
determina el riesgo inmediato de infecciones oportunistas y otras complicaciones
relacionadas con la enfermedad. ®2 La carga viral (CV) es un marcador con valor prondstico,
no solo predice la progresién hacia la enfermedad, independiente del conteo de LT CD4+,
sino también la trayectoria del conteo de LT CD4+. Por otro lado, la CV es el marcador mas

atil para evaluar la respuesta al tratamiento ARV y la posible emergencia de resistencia ),
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11.9. Variabilidad genética del VIH-1. Clasificacion genotipica.

Una caracteristica clave de la pandemia del VIH es su extraordinaria diversidad genética
global.®¥. La divergencia genética entre los subtipos del VIH-1 es de alrededor del 17-35 %
a nivel de aminoéacidos, dependiendo de los subtipos y las regiones del genoma

considerados ©9),

Los andlisis filogenéticos, basados principalmente de los genes gag (grupo antigeno
especifico) y env (envoltura), revelaron cuatro grandes grupos dentro del VIH-1 ©8): grupo M
(Principal, del inglés Main), grupo O (Externo, del inglés Outlier), grupo N (no M, no O del
inglés non M, non O) y el grupo P (del inglés, Pending) ©7 (Figura 5). Sin embargo, los virus
del grupo M, debido a su amplia diseminacion mundial, se convierten en los responsables de
la actual pandemia. Este grupo se divide en nueve subtipos genéticos (A al D; F al H; J y K)
(58, 59 y en multiples formas recombinantes (FRs) que a su vez se clasifican en FRs
circulantes (CRFs, del inglés, circulating recombinant forms) y FRs Unicas (URFs, del inglés,
unique recombinant forms) ®. En los subtipos A y F se distinguen sub-subtipos designados

como Al, A2, A3, A4y F1, F2, respectivamente. (8 60)

SIVepzMBE66 (Prr)

SIVepzTAN1 (Prs)
SIVepzANT (Pis)

Grupo O yyesig

06CMU14788

SIVgor RBF168

Grupo P

Figura 5. Clasificacion genotipica del VIH-1.

Fuente: (@
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La variabilidad genética del VIH-1 surge debido a la enzima transcriptasa inversa propensa a
errores, lo que conduce a altas tasas de mutacion y recombinacion. Un prerrequisito para la
recombinacién es que un individuo esté coinfectado con dos o méas cepas diferentes del VIH
61), Los recombinantes entre subtipos se designan como formas recombinantes circulantes
(CRF) o formas recombinantes Unicas (URF) ®%), Las CRF se definen como genomas
recombinantes del VIH-1 que se identifican en tres o mas individuos epidemiolégicamente no
relacionados. Las URF se refieren a secuencias recombinantes Unicas sin evidencia de
transmision posterior. Los CRF pueden sufrir una mayor recombinacion con otros subtipos
puros o recombinantes, lo que da lugar a recombinantes secundarios, lo que conduce a una

gama cada vez mas compleja de recombinantes (62

Los estudios epidemiolégicos moleculares globales han demostrado que la diversidad
genética del VIH-1 es extremadamente compleja y esta evolucionando ©3 64, La propagacion
y evolucién global del VIH-1 ha provocado distribuciones globales diferenciales de subtipos,
CRF y URF del VIH-1, lo que lleva a una gran variacidon regional en numeros, tipos y

proporciones de variantes genéticas del VIH-1.

Los diversos patrones de distribucion de las variantes del VIH estan determinados por
factores complejos, incluidas las redes de transmision social, la urbanizacion, las redes de
transporte, la migracion, los efectos fundadores y el crecimiento de la poblacion. También
puede ser que diferentes variantes del VIH puedan tener una ventaja evolutiva en términos
de transmision y patogénesis 567, El aumento de la diversidad genética global del VIH-1
constituye claramente un obstaculo importante para el desarrollo de una vacuna globalmente
eficaz contra el VIH-1 68, También afecta el disefio de ensayos de diagndstico, resistencia y
carga viral. Finalmente, la variabilidad y la rapida evolucién del VIH-1 proporcionan los
medios para examinar las relaciones evolutivas y los origenes de las cepas (filogenética), la
dindmica de crecimiento de las redes de transmision (filodinamica) y para rastrear la

propagacion geografica del VIH-1 (filogeografia) (62 69)

La transmision intercontinental del VIH-1 entre paises con una relacién socioeconémica
cercana es eficiente para impulsar la diseminacion de nuevos recombinantes. ®% La

diversidad genética del VIH debe estudiarse no soélo para discernir su origen y comprender
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su epidemiologia molecular, sino también para monitorear la aparicion de nuevas variantes
gue pueden ser mas transmisibles o patdégenas, asi como sus implicaciones para el
diagnostico de laboratorio serolégico y molecular, y los cambios en los patrones de

resistencia a los medicamentos antirretrovirales y al desarrollo de una vacuna eficaz. 5 70)

La caracterizacion genética temprana del VIH-1 en Cuba demostro la circulacion de varias
variantes virales: subtipos A, B, C, D, F, G y H del grupo M. Posteriormente, se ha
observado un aumento gradual en la diversidad, con el surgimiento de nuevos subtipos y
formas recombinantes causadas por una mezcla de subtipos que originalmente

contribuyeron a la epidemia en Cuba. (/% 71)

En Cuba, la diversidad ciertamente ha aumentado. Los primeros estudios se centraron en el
gen de la envoltura (env), ya que es el mas importante para la respuesta inmune y los
estudios de vacunas; posteriormente, se estudiaron los genesgagy pol, revelando la
circulacién de otros subtipos y CRF. No fue hasta 2001 que comenzo la discusion sobre el
mosaicismo del VIH en Cuba.(™® Investigaciones posteriores encontraron varias formas

complejas y un aumento de CRF en la poblacion seropositiva. (% 7%

11.10. Epidemiologia

A 40 afnos del inicio de la epidemia por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), es
importante examinar la evolucion epidemiolégica mundial, regional y nacional. Durante la
Gltima década, se han producido cambios epidemiologicos significativos, que estan
relacionados con diversos factores, entre los que destacan particularmente los avances en la
terapia antirretroviral (TAR). El mas importante ha sido el acceso acelerado al tratamiento

universal, especialmente en las regiones méas afectadas por la epidemia.

Otros elementos relevantes han sido la introduccion de tratamientos en forma de tabletas
Gnicas, nuevas moléculas y, mas recientemente, medicamentos inyectables de accién
prolongada, que en suma han demostrado una alta eficacia, incluso en pacientes con un
historial de resistencia acumulada y con perfiles de seguridad muy favorables, lo cual ha
contribuido a mejorar la adherencia de los pacientes. Paralelamente, se han logrado
progresos notables en la prevencion de la infeccion por VIH. Se ha demostrado que el uso

de TAR funciona como una herramienta de prevencion colectiva eficaz cuando las personas
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viviendo con VIH (PVVIH) se mantienen con supresién virolégica (376, También se ha
promovido la implementacién universal de la profilaxis pre exposicion (PrEP), como parte de
la estrategia de prevencion combinada impulsada por la OMS. La evidencia acumulada en
las ultimas dos décadas ha hecho surgir un concepto fundamental: el fin de la epidemia es
un objetivo alcanzable. En esta linea, la OMS ha establecido las metas 95-95-95 para el afio
2030: lograr el diagnoéstico de 95 % de las PVVIH, que 95 % de ellos tenga acceso a TAR y

que 95 % de los usuarios de TAR logre supresion viroldgica 7).

[1.10.1. Situacién epidemiolégica mundial

Desde el inicio de la epidemia, 88.4 millones de personas han contraido la infeccion por VIH,
y 42.3 millones de ellas han muerto de complicaciones relacionadas con el sida. La
incidencia global de VIH ha disminuido lentamente pese a los grandes avances en las
estrategias de prevencion en la transmision del VIH. Las nuevas infecciones se han reducido
en un 60 % desde el pico maximo en 1996 y un 39 % desde 2010. ONUSIDA estimo que en
2023 aproximadamente 39,9 millones de personas vivian con VIH/sida en todo el mundo, de
las cuales 2,3 millones residian en América Latina. El acceso a TAR ha aumentado
progresivamente en el tiempo y para fines del 2023 el 77 % (30.7 millones) de las PVVIH en
todo el mundo y 74 % en Latinoamérica estaban con TAR. Como resultado de lo anterior, las
muertes relacionadas con la infeccién han disminuido 51 % desde 2010 y méas de 69 %
desde 2004, evitindose unos 20 millones de muertes en las uUltimas dos décadas®.

11.10.2. Situacion epidemiol6gica en Cuba

Para el afio 2023 habia en Cuba 32 758 PVVIH, de las cuales 80.4 % eran hombres, dentro
de los masculinos predominaban los hombres que tienen sexo con otros hombres (89,9 %).
Con una prevalencia estimada de 0,38 % en personas de 15 a 49 y un total de 8421
fallecidos. La Vice direccion de Higiene y Epidemiologia del MINSAP, en su balance anual
del afio 2023, reporto que 79.7 % de las PVVIH conocian su diagnéstico; de ese grupo, 97.5
% estan en TAR y se alcanza la supresion viroldgica en 88.9%. En cuanto a la distribucion
geografica por provincias la prevalencia mas alta se encentra en La Habana (0,79 %),

Santiago de Cuba (0,43 %) y el municipio especial Isla de la Juventud (0,39 %).
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[1.11. Terapia antirretroviral
La mortalidad relacionada con el sida ha disminuido drasticamente y el este se ha convertido
gradualmente en una enfermedad crénica controlable gracias a una terapia antirretroviral

sumamente eficaz.(’®

Los medicamentos antirretrovirales actdan interfiriendo en los procesos vitales de replicacion
viral y se clasifican segun el paso que inhiben en el ciclo de vida viral (Figura 6). Un hito en
la historia de la enfermedad por VIH ha sido la disponibilidad de nuevas clases de
medicamentos, en 1995-96, lo que permitid la introduccion de la terapia antirretroviral
combinada (TARGA) y la evolucién gradual de la infeccion por VIH hacia una enfermedad
cronica, generalmente no mortal (7 89)_ Entre ellas estan los inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos de nucledsidos, inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleosidos, inhibidores de la proteasa, los inhibidores de la capside, inhibidores de la
integrasa y los inhibidores de la entrada; que incluyen inhibidores de fusion (IF),

antagonistas de los correceptores, inhibidores de la fijacion y de la post-fijacion.

La combinacion mas frecuentemente usada en el tratamiento de los pacientes consiste en la
combinacion de al menos, tres medicamentos que pertenezcan a dos familias de ARVs
diferentes 1%. La mayoria de las terapias combinadas incluyen dos inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y un inhibidor de la transcriptasa inversa no
analogo de nucleésido o inhibidor de la proteasa. Ademas, se utilizan combinaciones de
inhibidores de la integrasa o de la entrada con inhibidores de la RT e IPR como estrategia de

tratamiento alternativa. (0. 81)
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Figura 6. Ciclo de multiplicacion viral y antivirales que actian en cada paso del ciclo.

Fuente: Gandhi M, Gandhi RT. N Engl J Med 2014;371:248-259

[1.12. Resistencia viral a la terapia.

Aungue los farmacos anti-VIH actuales y las estrategias de tratamiento mantienen la carga
viral suprimida y a los pacientes relativamente sanos, el desarrollo de resistencia a los
farmacos del VIH reduce o incluso elimina la eficacia del tratamiento antirretroviral. El VIH-1
posee una alta tasa de mutacion y una alta frecuencia de recombinacion, lo que podria dar
lugar a la rapida aparicién de variantes resistentes a los farmacos cuando la replicacion viral

no se inhibe lo suficiente (79

Las mutaciones que confieren resistencia ocurren en los genes que codifican para las
enzimas que son blancos de la terapia. La resistencia puede ser adquirida a traves de la
presién ejercida por la droga (resistencia adquirida) o transmitida de una persona a otra
(resistencia transmitida). Los virus resistentes de manera natural son escasos la mayoria de
los cambios aa que confieren resistencia son no polimorficos, por lo que raramente se

encuentran en pacientes no tratados ®2. Dado que muchos de los farmacos antirretrovirales
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pertenecen a la misma clase, si el VIH se vuelve resistente a un farmaco de una clase,
puede presentar distintos grados de resistencia a otros farmacos de la misma familia. Esto
se denomina resistencia cruzada y puede limitar las futuras opciones de tratamiento. La

resistencia cruzada pone de relieve la necesidad de nuevas terapias eficaces.("®

[1.12.1. Resistencia a los Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos/nucledétidos

Los ITIANs constituyen la columna vertebral de la mayoria de los regimenes de terapia
antirretroviral (TAR) de primera y segunda linea formulados para el tratamiento de la

infeccién por VIH-1. (78

Existen dos mecanismos de resistencia asociados a los ITIANs: (I) mutaciones
discriminatorias que permiten a la Tl diferenciar entre el dideoxi-sintético y el natural,
evitando la incorporacion del ITIANs a la cadena de ADN viral que se esta formando y (ll) el
denominado pirofosfolisis. En este dltimo, las mutaciones que se desarrollan permiten la
eliminacién del trifosfato sintético que ha sido adicionado a la cadena de ADN viral en
formacién. Las mutaciones que desencadenan este mecanismo, también, se conocen como
mutaciones asociadas a los anélogos de timidina (TAMS); porque se presenta en pacientes

tratados con estos compuestos, como el AZT 2

Dos mutaciones poco frecuentes, estan asociadas con altos niveles de resistencia cruzada a
los ITIANSs: la insercibn de dos aminoacidos en el codén 69 (T69ins), y la Q151M. La
insercion 69 ocurre exclusivamente en combinacion con multiples TAMs y en este contexto

causa altos niveles de resistencia a todos los ITIANs (82,

11.12.2. Resistencia alos Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleosides

Los ITINANs inhiben alostéricamente la Tl del VIH-1 por unién a un bolsillo hidrofébico
cercano al sitio activo de la Tl. Casi todas las mutaciones de resistencia ITINAN estan dentro
o adyacentes a este bolsillo. Los ITINANs tienen baja barrera genética de resistencia. Los
altos niveles de resistencia a la NVP generalmente requieren de una sola mutacién, el EFV
de una o dos mutaciones, y la ETR, de dos. Entre los no analogos existe un alto nivel de

resistencia cruzada, resultado de dos mecanismos: (I) la mayoria de las mutaciones de
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resistencia ITINAN reducen la susceptibilidad a dos o més ITINANSs; y (ll) la baja barrera
genética de la resistencia ITINAN hace que emerjan in vivo mdultiples linajes virales
resistentes independientes, aun cuando ellas puedan no ser detectadas por los ensayos de

resistencia ©3,

11.12.3. Resistencia alos Inhibidores de la proteasa

Los IPR compiten por el centro activo de la proteasa del VIH-1 e impiden que la enzima lleve
a cabo el procesamiento de las poliproteinas de Gag y Gag /pol, necesarios para la
maduracion viral. Hay tres IPR en uso actualmente, solo el ritonavir (RTV) es usado para
potenciar los niveles de los otros IPR. Existen multiples mutaciones de resistencia a los IPR.
Las mutaciones principales de resistencia a los IPR, por si mismas, reducen la
susceptibilidad a uno o mas IPR. Las mutaciones accesorias compensan la capacidad
replicativa disminuida producto de las mutaciones principales y, ademas, reducen la
susceptibilidad a los IPR en combinacion con uno o mas de estas mutaciones. Las
conocidas como principales son D30N, V32I, M46IL, G48VM, I50VL, I54VTALM, L76V,
V82ATFS, 184V, N88S y L90OM. Todas ellas son notables por causar altos niveles de

resistencia a un IPR 82,

[1.12.4. Resistencia a los antagonistas de los correceptores (CCR5)

Se proponen los siguientes mecanismos de resistencia: 1) cambio de tropismo (utilizaciéon de
CXCR4 en lugar de CCR5 para la entrada), 2) aumento de afinidad por el correceptor CCR5,
3) utilizacion del correceptor aun en presencia de su agonista natural, y 4) incremento en la
entrada de virus a la célula ®4. La causa mas comun para el fallo de la terapia con
antagonistas de los correceptores es la emergencia de variantes virales minoritarias que
utilicen el receptor CXCR4. La mayoria de las mutaciones se presentan en la region del
bucle V3 y en las regiones V2, C3, y V4 de la gp120, asi como también en la gp41@®. Se
conocen un grupo de mutaciones presentes en CCR5 que afectan ligeramente la capacidad
de CCR5 de unirse a su ligando o la del virus para utilizar esta molécula como correceptor
(86), Se describe que mutaciones en la posicion 13 del bucle V3 -como reemplazos de prolina
o treonina por histidina- juegan un papel importante en la resistencia a MVC. Algunos

estudios sefalan que la resistencia puede ocasionarse por mutaciones ubicadas fuera del
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bucle V3. Sin embargo, otros estudios plantean que las mutaciones en V3 por si solas son
capaces de conferir una resistencia completa. Los cambios en V3 ocurren
fundamentalmente entre las posiciones 11 y 26. Se observan inserciones entre las
posiciones 15 y 16, 24 y 25 y deleciones en la posicién 18. En general, el perfil de
resistencia a Maraviroc es complejo y los datos disponibles se corresponden con un nimero

reducido de pacientes de los ensayos clinicos realizados €7,

[1.12.5. Resistencia a los inhibidores de la integrasa

La resistencia del VIH a los inhibidores de la integrasa es de tipo competitiva y se desarrolla
mediante mutaciones en el centro activo de la IN que interrumpen las interacciones de la
enzima con el ARV ®8), En los estudios in vitro se identificaron mas de 69 mutaciones
asociadas a resistencia dentro de la region de la integrasa. En los ensayos clinicos
BENCHMRK @9 asi como en la experiencia clinica hasta la fecha, se encontraron
principalmente tres patrones de resistencia independientes, caracterizados por la selecciéon
de una mutacion primaria normalmente acompafiada de algunas secundarias o
compensatorias: la N155H + L74M, E92Q, T97A, V151I, G163R; la Q148K/R/H + G140S/A,
E138K y la Y143R/C + L74A/l, T97A, 1203M, S230R 0, Existe resistencia cruzada entre los
inhibidores de la integrasa. Debido a la escasa experiencia clinica que todavia se tiene, no
esta clara la influencia que pueda ejercer cada una de las mutaciones sobre la
susceptibilidad. Sin embargo, se identificaron las siguientes combinaciones de las
mutaciones que confieren resistencia cruzada: E92Q + N155H, T66A; N155H + T66l y
Q148R/H/K + E138K, G140C/S, S147G O, Los estudios VIKING y SAILOR identificaron
otras mutaciones que se asocian con la resistencia al dolutegravir (DTG) b y que limitan la
eficacia de la terapia: R263K, V151V/I, R263K, E138A/T, Y143H y E157E/Q (%2,

11.13. Ensayos de laboratorio para la determinacion de la resistencia del VIH-1 frente a
los antirretrovirales

Existen dos grandes grupos de técnicas para la deteccion de resistencia del VIH-1 al
tratamiento antirretroviral: las fenotipicas y las genotipicas. Las pruebas fenotipicas
consisten en un sistema de replicacién in vitro donde se enfrenta el virus con diferentes

concentraciones de los farmacos antirretrovirales. El grado de inhibicion del crecimiento se
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establece por comparacién con una cepa de referencia . Las pruebas de resistencia
genotipica detectan mutaciones de resistencia a la droga en las enzimas que son blancos de

la terapia antiviral: proteasa (PR), TI, integrasa (INT), la gp41y la gp 120.

Usualmente las pruebas genotipicas son empleadas mas frecuentemente que las fenotipicas
porque cuestan menos, requieren menos tiempo y son superiores en detectar la resistencia

desarrollada ©3,

11.13.1. Ensayos de resistencia genotipica
Las pruebas genotipicas se basan en el andlisis del genoma y por tanto detectan la

presencia de mutaciones(©3),
11.13.1.1. Secuenciacion de 12 generacién (Sanger)

La historia de la secuenciacion del ADN se remonta a 1977, afio en el que, Maxam-Gilbert y
Sanger-Coulson describieron, de forma independiente, dos estrategias que permitian
obtener secuencias de cientos de nucleétidos en solo unas horas®* %) | No obstante, la
complejidad experimental y dificil automatizacion del método basado en la escisién quimica
diferencial propuesto por Maxam y Gilbert ha hecho que éste haya quedado en desuso en la
actualidad. El método propuesto por Sanger-Coulson, o de terminacion de la cadena, se
basa en la sintesis secuencial de una hebra de ADN complementaria a la hebra de cadena
simple cuya secuencia quiere determinarse, residiendo la clave del método en la adicion de
dideoxinucleétidos o nucleétidos de parada a la mezcla de la reaccion ya que, al carecer
estos nucledtidos del grupo 3’-OH, su adicion resulta en la interrupcion de la sintesis. Asi, la
secuenciacion de Sanger-Coulson consiste en llevar a cabo 4 reacciones independientes
conteniendo cada una de las mezclas de reaccién la hebra molde, la ADN polimerasa, un
cebador marcado, los cuatro 2’-deoxinucleétidos (dNTP) y uno de los cuatro
dideoxinucleétidos (ddNTP) en menor proporcion. Finalizado el proceso de sintesis, la
adicién aleatoria de estos nucleétidos de parada resulta en la obtencion de 4 mezclas de
fragmentos de diferente tamano interrumpidos por el ddNTP correspondiente que, al ser
separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, permiten elucidar la secuencia

de nucledtidos de la cadena de ADN molde gracias al marcaje incorporado al cebador (%),
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El método de terminacién de cadena fue bien acogido en la comunidad cientifica y su uso se
extendié casi de forma inmediata. Los avances tecnoldgicos que acontecieron en afos
posteriores hicieron que en 1987 saliera al mercado el primer secuenciador Sanger
automatizado capaz de generar hasta 1000 pares de bases al dia, cuya principal diferencia
con el método descrito originalmente radicaba en la sustitucion del marcaje radiactivo de los
cebadores por el uso de ddNTPs marcados con 4 fluoroforos distintos lo que permitia
realizar la secuenciacion en una sola mezcla de reaccién eliminando ademas la generacion
de residuos reactivos. Cabe destacar también, que estos secuenciadores sustituian la
electroforesis en geles de poliacrilamida por la electroforesis capilar e incorporaban la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa descrita por Mullis en 1983. La
automatizacion de la secuenciacion Sanger supuso una revolucion en el campo de la
genética humana, actuando como catalizador de proyectos tan ambiciosos para la época
como el Proyecto Genoma Humano; proyectos que, a su vez, han propiciado el desarrollo de
nuevas generaciones de secuenciadores. No obstante, a pesar de la fuerte irrupcion de
estas nuevas generaciones de secuenciadores y de la necesidad de cierto conocimiento
previo sobre la secuencia a resolver, los secuenciadores Sanger tuvieron y contintdan
teniendo un importante papel en humerosas investigaciones y aplicaciones microbioldgicas.
Asi, por ejemplo, la secuenciacion Sanger continla siendo ampliamente utilizada para la
identificacion taxonomica de aislados microbiol6gicos mediante secuenciacion del gen que

codifica la subunidad menor del ARN ribosémico 16S ©9),

La secuencia de nucleétidos es entonces traducida a su secuencia de aminoacido. La
secuencia de aminoacido estudiada es comparada con una secuencia consenso del subtipo
B. Las diferencias entre la secuencia estudiada y el consenso generan un conjunto de
mutaciones. Las mutaciones son 16 reportadas utilizando un patrén en el cual cada
mutacién es denotada por el cddigo de una letra para el aminoacido de referencia de tipo
salvaje, seguido por la posicion del aminoacido, y por el codigo de una letra para el

aminoacido mutado, que fue encontrado en la secuencia estudiada 3.

La secuencia obtenida de cada virus es enviada a una base de datos que realiza una
prediccidon de resistencia segun las mutaciones que detecte. Este proceso es realizado por

sistemas automatizados de interpretacion de la resistencia genotipica, aplicados en los
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laboratorios que llevan a cabo esta metodologia. Hay alrededor de diez sistemas de
interpretacion comunmente usados, del cual aproximadamente la mitad son privados y la
otra mitad estan disponibles en Internet. Asimismo, muchas mutaciones relacionadas con
resistencia no causan resistencia por si mismas, pero indican la presencia de la presion
selectiva de la droga y sugiere que la poblacidon viral presente en el paciente esta

evolucionando hacia la resistencia (43,
[1.13.1.2. Secuenciacion de 22 generacion (Masiva)

La secuenciacion masiva engloba toda una generacion de secuenciadores que utilizan
diferentes tecnologias, estrategias y aproximaciones, cuya caracteristica comdn es su
habilidad para llevar a cabo de forma simultdnea millones de reacciones de secuenciacion
en paralelo a un precio asequible y en un tiempo relativamente corto. Los secuenciadores
masivos o de segunda generacion difieren en muchos aspectos con los secuenciadores tipo
Sanger. Una de las principales diferencias es la realizacion simultanea de millones de
reacciones de secuenciacion de fragmentos muy cortos que pueden asignarse a cada una
de las muestras que se analizan simultdneamente gracias a la preparacion previa de unas

librerias etiquetadas que se inmovilizan sobre una matriz bidimensional®”).

De forma general, el proceso de secuenciacion masiva puede dividirse en tres pasos: (1)
preparacion de librerias, (2) inmovilizacion sobre una superficie bidimensional y amplificacién

in vitro de la libreria y (3) secuenciacion y captacion de seiia 1©7),

La preparacion de librerias consiste basicamente en fragmentar y marcar de forma
inequivoca las diferentes muestras de ADN cuya secuencia quiere conocerse. Actualmente,
existen diferentes estrategias de fragmentacion del ADN (fisica, enzimética o quimica) cuyo
objetivo final es la obtencién de una mezcla de fragmentos de un tamafio homogéneo,
estando el tamafio deseado determinado por la tecnologia de secuenciacion empleada. Una
vez fragmentado el ADN gendmico se procede al marcaje para lo cual se afladen unos
identificadores unicos que no solo permiten identificar la muestra a la que pertenecen, sino
gue ademas permiten la posterior fijacion de los mismos a la superficie bidimensional donde

tendra lugar la reaccion de secuenciacion ©7),
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Una vez preparadas las librerias, éstas se fijan a una superficie bidimensional donde son
amplificadas in vitro existiendo también en este punto diferentes estrategias. De todas ellas,
la méas sencilla es la utilizada por los secuenciadores de Illlumina y denominada amplificacion
puente (bridge amplification). En esta estrategia los cebadores necesarios para el inicio de la
reaccion de amplificacion se encuentran inmovilizados sobre una superficie bidimensional; al
ser estos cebadores complementarios a una parte de los identificadores incorporados en la
preparacion de librerias, las muestras quedan inmovilizadas y en disposicion de iniciarse la
amplificacion clonal en paralelo de todas las muestras. Otras estrategias alternativas
incluyen la amplificacibn en emulsibn o la amplificacion en nanobolas (rolling-circle

amplification)®7"),

Finalmente, una vez amplificados los fragmentos de ADN, se produce la reaccién de
secuenciacion para la cual también se han desarrollado diferentes estrategias. Una de estas
estrategias es la pirosecuenciacion, cuya base es la utilizacion de nucle6tidos cuya
incorporacion a la hebra complementaria en sintesis conlleva la liberacién de pirofosfatos
gue, en Ultima instancia generan luz que puede detectarse permitiendo asi elucidar la
secuencia de nucledtidos. Otra estrategia ampliamente utilizada es la denominada
secuenciacion por sintesis (SBS, sequencing by synthesis). En esta aproximacion la
reaccion de sintesis consiste en la incorporacién secuencial y reversible de nucleétidos
marcados con fluoréforos distintos que impiden ademas la adicidbn posterior de mas
nucleétidos; de esta forma, en cada paso se produce la adicibn de un Unico nucleétido a
cada uno de los fragmentos en sintesis cuya sefial fluorescente es captada y traducida a
nucleotidos. Finalmente, otra aproximacidon ampliamente utilizada es la denominada
secuenciacion mediante ligacion (SBL; sequencing by ligation) que no utiliza ADN
polimerasas y cuya base reside en la utilizacion de una mezcla de sondas marcadas con
fluor6foros que se unen mediante ligasas especificas. Por tanto, es importante conocer la
estrategia quimica de secuenciacion en que se basa el secuenciador ya que determina en

gran medida sus caracteristicas y prestaciones ©7),
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Secuenciacién por lon Torrent

1. Preparacion de la Muestra:

e Extraccion del ADN: Se extrae el ADN/ARN de la muestra bioldgica.
e Fragmentacion: EI ADN se fragmenta en partes mas pequefas, generalmente mediante

sonicacién o enzimas.

2. Construccién de la libreria: Se generan pequefios fragmentos de distinto tamafio y

posteriormente se unen a sus extremos unas moléculas llamadas adaptadores. Estos
adaptadores son secuencias cortas de ADN que permiten la amplificacion y el posterior
analisis de los fragmentos durante la secuenciacién. En el caso de lon Torrent, los
adaptadores también facilitan la unién a las superficies de los chips donde se llevara a cabo
la secuenciacion. El conjunto de todos los fragmentos de ADN unidos a sus adaptadores se
conoce como libreria. Los fragmentos de ADN con adaptadores se amplifican, lo que

aumenta la cantidad de ADN disponible para la secuenciacion®®).

La biotina es una vitamina (B7) que se utiliza en biotecnologia y biologia molecular por sus
propiedades de union especificas. Durante la libreria se utiliza para marcar fragmentos de
ADN, lo que permite su deteccidbn y seguimiento en diferentes etapas del proceso
experimental ©8),

3. Reaccién en cadena de la polimerasa en emulsion:

En este proceso ocurre la amplificacion de los fragmentos de ADN en una emulsion de
aceite mineral y todos los reactivos del PCR (listos para su uso). Esta mezcla contiene
particulas i6nicas esféricas (ISP, del inglés, ionic spheres particles) a las cuales se unen las
cadenas de ADN amplificadas. Dichas cadenas contendran moléculas identificadoras, que
permiten cotejar cada fragmento con su muestra de origen, y adaptadores homélogos a una
region de las esferas. A partir de estas uniones se produce la amplificacién exponencial de
los fragmentos diana. En la etapa final del proceso se rompera la emulsién, y las particulas
esféricas unidas a los fragmentos amplificados se adhieren a las paredes de los tubos de

reaccion mediante una centrifugacion automatizada.

39



x Revision Bibliogrifica

Tras la PCR en emulsion tendremos de nuevo tres tipos de micelas:

e Monoclonales: micelas que incluyen una Unica ISP que se encuentra asociada con millones
de copias debido a la amplificacion de un solo tipo de molécula de ADN.

e Policlonales: micelas que incluyen una Unica ISP con varias moléculas de ADN unidas.
Cada tipo de molécula de ADN unida a la ISP presentara millones de copias.

eNo clonales: micelas que incluyen varias ISP a las que no se han unido moléculas de
ADN.

Las micelas de interés para la posterior secuenciacion son las de tipo monoclonal, ya que
incluirdn millones de copias de un solo tipo de moléculas de ADN.

Enriguecimiento de las ISP

Tras la PCR en emulsién, hay que recuperar las ISP. El enriquecimiento de las ISP se
realiza en el instrumento lon One TouchTMES y se utlizan Dynabeads™ MyOne
™Streptavidin C1, que son esferas magnéticas de 1 um de didmetro, recubiertas de una
monocapa de estreptavidina unida covalentemente a la superficie.

Las Dynabeads™ forman el complejo estreptavidina-biotina con el cédigo de barras de las
ISP monoclonales y policlonales. Dicho complejo resulta ser una de las interacciones no
covalentes méas fuertes que se conocen y es capaz de unirse a un iman del lon
OneTouch™ES, que permite el lavado de las ISP no clonales.

5. Secuenciacion mediante semiconductores

La secuenciacion en lon Torrent se lleva a cabo en un chip semiconductor. La deteccién de

las bases en la secuenciacion se da por medio de la deteccion de un ion semiconductor 9,

El instrumento utilizado para la secuenciacion es el lon Torrens PGM™,  basado en la
deteccidon de protones liberados en el proceso de replicacion de ADN. A partir de las ISP,
gue contienen el ADN amplificado de los pacientes, se afiaden los oligonucleétidos de
secuenciacion, de secuencia complementaria al coédigo de barras y al adaptador P1, para
gue posteriormente, el ADN polimerasa pueda actuar. Para la hibridacion de los
oligonucledtidos a las muestras, se ejecuta el siguiente programa en el termociclador: 95°C
durante 2 min y 37°C durante 2 min. Cuando acaba el proceso de hibridacién, se afiade el
ADN polimerasa de secuenciacion y se procede a la carga del chip, que es el soporte fisico

donde se lleva a cabo la secuenciacion. El chip usado para este trabajo es el lon 316™ Chip
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v2 BC, que arroja aproximadamente de 2 a 3 millones de lecturas, lo que es suficiente para
secuenciar dos pacientes con cobertura adecuada. Dicho chip esta formado por
micropocillos, en los que se cargan las ISP. Tras la carga y el llenado del chip, éste se
introduce en el lon Torrent™ PGM™ y se realiza la reaccidn de secuenciacion, que tiene

una duracion de 5 h (100),

Cuando un nucleétido es ligado a la hebra que se va a secuenciar, se forma un enlace
covalente y se libera un ion de hidrégeno cargado positivamente. Cada vez que se libera un
ion de hidrégeno, se produce un cambio en el pH de la solucion del pocillo y se genera una
corriente eléctrica. Este método se basa en la deteccion del cambio de voltaje por medio un
sensor llamado ISFET (lon-Sensitive FieldEffect Transistor), que indica que el nucledtido se
ha incorporado correctamente. Para la identificacion del tipo de nucleétido agregado,
inicialmente se inserta solo un tipo de base en el pocillo y el sensor ISFET detectara o no el
voltaje dependiendo de la complementariedad de la base. Si esta no es complementaria, se
agrega otro nucleétido hasta que se detecte voltaje. En esta técnica, los nucle6tidos no
estdn modificados con terminadores reversibles, por lo que en caso de que haya
homopolimeros (dos 0 mas nucledtidos iguales que se repiten), el pH disminuira en mayor
proporcion y la diferencia de voltaje aumentard proporcionalmente al niumero de bases
afiadidas. Este proceso ocurre de forma paralela en todos los pocillos del chip y alcanza una

longitud de lectura de hasta 400 pares de bases (9,

Una vez acabada la secuenciacion, las sefiales generadas son transmitidas directamente

al ordenador, con el que se procede al andlisis bioinformatico.

6. Creacion de archivos con informacion de la secuenciacidn y alineamiento de las lecturas

contra un genoma de referencia.

Los cientos de miles de lecturas obtenidas son almacenadas en archivos fastq (dos por
paciente). Se requieren el empleo de potentes herramientas informaticas para proceder al
alineamiento de las secuencias, y posteriormente generar una base de datos con las

variantes obtenidas ©9 |

Las técnicas de secuenciacidon NGS generan principalmente, tres tipos de ficheros: FASTQ,
SAM/BAM (alineamiento) y VCF (anotacion). Fichero FASTQ: es un fichero de texto de
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entrada estandar que contiene los datos crudos (lecturas) obtenidos por el secuenciador.
Permite almacenar la secuencia biolégica junto con las calidades asociadas a cada
nucleotido de la secuencia. Este fichero es reconocido por las herramientas bioinformaticas
encargadas del alineamiento. Fichero SAM (del inglés Sequence Alignment/Map format):
representacion de alineamientos de secuencias contra un genoma O secuencia de
referencia. Fichero BAM (del inglés Binary Alignment/Map format): versiéon comprimida del
formato SAM. Permite realizar un indexado para tener acceso directo a las posiciones
gendémicas. Los datos del alineamiento se visualizan empleando herramientas de
visualizacion interactiva como IGV (del inglés Integrative Genomics Viewer). Fichero VCF
(del inglés Variant Call Format) se obtiene a partir de los ficheros SAM/BAM. Permite
almacenar las variaciones de la secuencia con respecto al genoma contra el que se alinea:
SNPs, inserciones, deleciones y variantes estructurales, junto con ciertas anotaciones

opcionales derivadas de diferentes bases de datos ©8),

Un aspecto importante en la NGS es el nimero de veces que cada base del genoma esta
presente en las lecturas de secuenciacion producidas; es decir, el nUmero de veces que se
lee cada nucleétido. Este valor se denomina cobertura y es uno de los factores
determinantes para evaluar la fiabilidad del nucle6tido asignado a esa posicion del genoma.
El disefio de paneles de NGS debe garantizar una adecuada cobertura en todos los genes
analizados. La gran capacidad de estas tecnologias para generar datos gendémicos va a
incrementar significativamente la informacién genética asociada que disponemos en la
actualidad ).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

[ll.1. Tipo de investigacion, universo y muestra

[11.1.1. Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio comparativo para evaluar el desempefio analitico e implementar el
método de secuenciacion masiva o0 secuenciacion de nueva generacion, asi como para la
identificacion de mutaciones virales, niveles de resistencia a los ARVs empleados en el
tratamiento de la infeccion por VIH-1 y subtipos, en muestras de pacientes cubanos no
tratados. Las muestras se recibieron 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 de 2022 a Julio de 2024.

[11.1.2. Universo de estudio
El universo se constituy6 por las muestras de plasma de pacientes seropositivos al VIH-1, no
tratados, procedentes de todas las provincias de Cuba, a los cuales se les indic6 la prueba

genotipica por parte del médico de asistencia, durante el periodo de estudio.

[11.1.3. Criterios de inclusién

e Muestras de plasma de pacientes seropositivos al VIH-1, no tratados durante el periodo de
estudio, cuyas muestras hayan sido secuenciadas por el método de Sanger y de las que se

obtuvieron secuencias de los genes que codifican para las enzimas PR-TI e INT.

[11.1.4. Criterios de exclusién

e Muestras de plasma de pacientes de las que no se hayan podido obtener secuencia de los
genes que codifican para las enzimas PR-TI e INT, por el método de Sanger en dicho

periodo.
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l1l.2. Operacionalizacion de las variables

Variables Tipo Escala Descripcién
Subtipo viral de VIH-1
A, B,C,D,F, G H, identificado por ambos
Cualitati URFs, CRFs métodos de secuenciacion,
- ualitativa (CRF18_cpx, con el cual se encuentra
Subtipo de VIH-1 nominal infectado el paciente
politbmica CRF19_cpx,

estudiado, luego de

CRFs_BG (20, 23 y 24) |amplificados los genes virales
- pol y env.

Si Presencia de mutaciones a
ITIAN, ITINAN, IPR, IINT,
identificadas por ambos

métodos de secuenciacion.

Mutaciones de Cualitativa
Resistenciay nominal No
polimorfismos dicotémica

Alta Diferentes niveles de
resistencia a Cualit_ativa _ resistenc!a alos ARV, segun
ITIAN. ITINAN nqnjm_al Media las mutaciones 'detectadas por
PR INT politomica _ ambos meétodos de
: Baja secuenciacion.

Niveles de

Proporcion de mutaciones del
VIH-1 en los genes que
codifican para la PR-Tl e INT
(totales y MDR), los niveles de
resistencia a los farmacos
ARV, los subtipos y variantes
virales, correctamente
identificados por la prueba
empleada. Se expresa como
porcentaje de positividad real.

Cuantitativa
Sensibilidad 1-100
continua

Proporcion de muestras
negativas para mutaciones del
VIH-1 en los genes que
codifican para la PR-Tl e INT
Especificidad Cuantitativa (totales y MDR), los niveles de

1-100 resistencia a los farmacos
continua ARV, los subtipos y variantes
virales, correctamente
identificadas por la prueba
empleada. Se expresa como el
porcentaje de negatividad real.
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Se emplearan los resultados
Cuantitativa de todas las muestras
Concordancia _ 1-100 analizadas en los estudios de
continua sensibilidad y especificidad.
Se expresa como porcentaje.
Deficiente
<0,20
Regular
0,21-0,40 .
Se basa en la comparacion de
I Cuantitativa Moderada indices de concordancia
ndice Kappa (K) _ esperados y observados. Se
continua 0,41-0,60 expresa como un valor
numeérico absoluto entre 0 y 1.
Buena
0,61-0,80
Muy buena
0,81-1,00

Abreviaturas: VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; URFs: formas recombinantes Unicas (del inglés,
unique recombinant forms); CRFs: formas recombinantes circulantes (del inglés, circulating recombinant
forms); ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos; ITINAN: inhibidores de la
transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos; IP: inhibidores de la proteasa; IINT: inhibidores de la
integrasa; ARV: antirretrovirales; PR-TI: proteasa-transcriptasa reversa (Tl, del inglés, reverse transcriptase);
INT: integrasa; MDR: mutaciones asociadas con resistencia a droga; DE: desviacion estandar.

l11.3 Definiciones de términos

Mutaciones relacionadas con resistencia a drogas (MDR): Cambios en la estructura
genética del VIH (mutaciones) que afectan la capacidad de los medicamentos para bloquear
la replicacion del virus y a las se les asigna un puntaje de penalizacion por el sistema de
interpretacion de HIVdb (HIVdb, disponible en: https://www.hiv.lanl.gov/
content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html, consultada el 12 de agosto de 2024).

Polimorfismos: Son cambios de aminoacidicos (aa) que no estan asociados con la
resistencia a los medicamentos y que se pueden observar usualmente en el fragmento del

gen que codifica para las enzimas TI, PR e INT.
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Mutaciones ambiguas: Cambios en la estructura genética del VIH en los que en una misma
posicion se pueden encontrar dos aa diferentes, también denominados mezclas, que afectan

la capacidad de los medicamentos para bloquear la replicacion del virus.

Mutaciones de APOBEC: Son cambios de G por A en la secuencia codificante del VIH-1
(fragmento del gen que codifica para las enzimas TIl, PR e INT), relacionados con las
proteinas APOBECS. Estas enzimas son citidina deaminasas y se conoce que una elevada
edicion de G por A puede resultar en el fenomeno de mutagénesis letal, denominado

hipermutacion.

Mutaciones inusuales: Son cambios aa con una prevalencia <0,01 % en HIVdb y que no
son una MDR conocida, ni una mutacion distintiva de APOBEC. No se observan usualmente

en el fragmento del gen que codifica para las enzimas Tl, PR e INT

Secuencia completa: Esta definida como la obtencion completa del fragmento del gen que
codifica para la proteina en cuestion (PR: del aa 1 al 99, Tl: del aa 1 al 335, INT: del aa 1 al
288)

Concordancia completa: se define como la identificacibn de un cambio aa por ambos
métodos de secuencia. Estas variaciones aa son definidas como diferencias de aminoacidos
en la misma posicién con respecto a la secuencia de aa consenso del subtipo B, segun la
base de datos del VIH (HIVdb, disponible en: https://www.hiv.lanl.gov/
content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html, consultada el 12 de agosto de 2024).

También puede definirse como la identificacion de una mezcla de nucleétidos, en la que

ambos métodos detectaron, al menos uno de los componentes de la mezcla.

Discordancia completa: se define como la identificacion por ambos métodos de diferentes

aminoacidos en la misma posicion.

[1l.4 Técnicas y procedimientos

[11.4.1 Secuenciacion por el método de Sanger
[11.4.1.1 Extraccién del ARN viral

Se tomd 1mL de plasma por cada paciente y se centrifugd a 14.000 rpm (revoluciones por

minuto) durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante se descarté hasta quedar 140 pL, con el que
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se disolvié el sedimento con vortex vigoroso por 15 segundos. Una vez disueltos, se
utilizaron para la extraccion manual del ARN viral, con el empleo del estuche comercial
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemania), segun las indicaciones del fabricante. El
ARN extraido se conservé a -80°C hasta su utilizacion en los ensayos de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés, Polymerase Chain Reaction).
[11.4.1.2. Sintesis del ADN complementario (ADNc) y amplificacion

Se realizo la sintesis y amplificacion de dos fragmentos de ADNc del gen pol, uno de 2.060
pares de base (pb); que codifica para la proteasa y transcriptasa inversa y otro de 2.102 pb;
gue codifica para la integrasa del VIH-1. Se utilizé el estuche comercial Super Script™ One-
Step RT-PCR System with Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen™, EE. UU), segun las

indicaciones del fabricante.

A continuacion, se describen los componentes de las mezclas de reaccion de Transcripcion
Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) para la amplificacién de ambos
fragmentos. Las secuencias de los cebadores que fueron utilizados para este propésito se

describen en el anexo 1.

Mezcla para la RT-PCR del fragmento de 2.060 pb (proteasa y transcriptasa inversa)

¢ 15 pL de tampodn 2X Reaction Mix, (0,4 mM de cada dNTP (Deoxinucle6tido trifosfato) y 2,4
mM de MgSOa).

¢ 10 uM de cada cebador: AV159, AV192.

¢ 40 mM de MgSOu4 (Invitrogen™, EE. UU).

e 1 uL de enzima Super Script TM Il RT/Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen™, EE. UU).
¢10 U de Protector de RNasa (Roche diagnostics, EE. UU).

Mezcla para la RT-PCR del fragmento de 2.102 pb (integrasa viral)

¢ 25 pL de Buffer 2X Reaction Mix, (0,4 mM de cada dNTP y 2,4 mM de MgSOa).
¢ 20 uM de cada cebador: kvl068 y kvl069.

¢50 mM de MgSOe..

e 1 uL de enzima SuperScript™ Il RT/Platinum® Tag High Fidelity.

¢ 40 U de Protector de RNasa (Roche diagnostics, EE. UU).
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Finalmente, a estas mezclas se les agregaron 10 yL del ARN extraido para un volumen final
de reaccion de 50 pL. Las condiciones de las reacciones de RT-PCR para ambos

fragmentos génicos se describen en las tablas 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2. Condiciones para la sintesis de ADNc y amplificacién del fragmento de 2.060 pb

correspondiente a la proteasa y transcriptasa inversa del VIH-1.

Etapas Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 55 °C 30 min
Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min

40 ciclos

Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Hibridacion de los 52 °C 30 segundos
cebadores
Extension 68 °C 3 min

Fin de los ciclos
Extension final 68 °C 5 min
Enfriamiento 4°C 12 horas

Fuente: Tomado de Aleman y cols., 2015 (9D,

Tabla 3. Condiciones para la sintesis de ADNc y amplificacion del fragmento de 2.102 pb

correspondiente a integrasa del VIH-1.

Etapas Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 55 °C 30 min
Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min

40 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 53 °C 30 segundos
Extension 68 °C 2 horas: 30 min
Fin de los ciclos
Extension final 68 °C 5 min
Enfriamiento 4°C 12 horas

Fuente: Tomado de Van Laethem y cols., 2005 (102),
[11.4.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa anidada del gen pol

La reaccion de PCR anidada se realizé para la amplificacion de dos fragmentos, uno de
1.770 pb; que codifica para la proteasa y transcriptasa inversa y otro de 1.055 pb; que
codifica para la integrasa del VIH-1. Se utilizé el estuche comercial Expand High Fidelity

PCR System (Roche diagnostics, EE. UU), segun las instrucciones del fabricante. Este
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sistema contiene una enzima ADN polimerasa con actividad exonucleasa 3'- 57, por tanto,
fue necesario preparar la mezcla de la reaccién en dos tubos separados, uno que contenia

la enzima y otro que contenia los cebadores, para prevenir la degradacion de los mismos.

Seguidamente se describen los componentes de las mezclas de reaccion de PCR para la
amplificacion de los fragmentos antes mencionados. Las secuencias de los cebadores que

fueron utilizados para este fin se describen en el anexo 1.

Mezcla para la PCR del fragmento de 1.770 pb (proteasa y transcriptasa inversa)

A un primer tubo se le adicionaron:

¢10 mM de cada dNTPs.

¢ 2,5 UM de cada cebador, av190, av191, av70, av84.

e Completar con agua hasta un volumen de 23 pL.

La segunda mezcla se preparé con:

¢5 uL de 10X Expand Buffer (Roche diagnostics, EE. UU).

¢ 150 mM de MgCla.

¢ 2.6 U de Expand HF Enzyme (Roche diagnostics, EE. UU).

Mezcla para la PCR del fragmento de 1.055 pb (integrasa viral)

¢10 mM de cada dNTPs.

¢ 20 UM de cada cebador, KVLO70 y KVL084

e Completar con agua hasta un volumen de 24 pL.

La segunda mezcla se preparé con:

¢5 1L de 10X Expand Buffer.

¢ 25 mM de MgCl..

¢ 3,5 U de Expand HF Enzyme (Roche diagnostics, EE. UU).

Finalmente se adicionaron 2 uyL del ADNc amplificado al tubo que contenia 23 pL de la
mezcla uno (24 para el PCR de integrasa). Luego se anadieron 25 pL de la segunda mezcla
a cada tubo de reaccion, para obtener un volumen final de 50 yL. Las condiciones de las
reacciones de PCR para ambos fragmentos génicos se describen en las tablas 4 y 5,

respectivamente.
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A

Tabla 4. Condiciones para la RCP anidada del fragmento de 1.770 pb correspondiente a la

proteasa y transcriptasa inversa del VIH-1.

Etapas Temperatura iempo
Desnaturalizacion inicial D4 °C P min
30 ciclos

Desnaturalizacion D4 °C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores  p9 °C B0 segundos
Extension 58 °C B min

Fin de los ciclos
Extension final 72 °C 10 min
Enfriamiento 1 °C 12 horas

Fuente: Tomado de Alemany col., 2015 (10D,

Tabla 5. Condiciones para la RCP anidada del fragmento de 1.055 pb correspondiente a la

integrasa del VIH-1.

Etapas Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min
10 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 53°C 30 segundos
Extension 72 °C 1 hora: 30 min
Fin de los ciclos
Extension final 72 °C \ 5 segundos
30 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 53°C 30 segundos
Extension 72 °C 1 hora: 30 min
Fin de los ciclos
Extension 72 °C 5 segundos
Extension final 72 °C 7 min
Enfriamiento 4°C 12 horas

Fuente: Tomado de Van Laethem y cols., 2005 (102),

Se utilizé un control negativo constituido por agua en lugar de ADN. Este se incluyo en cada
ensayo desde el paso de extraccibn del ARN con el objetivo de descartar posibles

inhibiciones o contaminaciones en la RCP.
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l11.4.1.4. Analisis de los productos de lareaccion en cadena de la polimerasa anidada

Se tomaron 10 pL de los productos obtenidos en la RCP anidada y 2 pL del colorante de
corrida (Azul/Naranja 6X loading Dye, Promega, EE. UU), se mezclaron y aplicaron en un gel
de agarosa al 1 %, tefiido con colorante GelRed® (Biotium, San Francisco. EE. UU). El gel se
sometié a una electroforesis horizontal con tampdn de corrida TBE: 0,4 M de Tris-HCI; 0,5 M
de acido bodrico y 0,01 M de acido etilén-diamino tetracético (EDTA). La separacion se
realizd0 a 120 Volt durante 30 min. Posteriormente se visualizd el gel mediante un
transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline®Bi-O-VisionTM, Alemania). Las tallas
correctas de la amplificacién (1.770 y 1.055 pb, correspondientes a cada fragmento) se
determinaron comparandolas con el patron de migraciéon del marcador de peso molecular
DNA Molecular Weight Marker XIV (Roche diagnostics, EE. UU).

l11.4.1.5. Purificacién de los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa
anidada

Los productos de la RCP anidada se purificaron con el estuche comercial QIAquick® PCR
Purification Kit (Roche diagnostics, EE. UU), segun el protocolo indicado por el fabricante.

[11.4.1.6. Secuenciacion de acidos nucleicos por el método de Sanger

Se realiz6 la secuenciacion nucleotidica de los fragmentos amplificados a partir del gen pol,
gue abarcan 1.302 pb correspondientes a 297 nucledtidos correspondientes a 99
aminoacidos (aa) para la regidén de proteasa, y 1.005 nucleétidos que codifican para 335 aa
de la transcriptasa inversa del VIH-1. En el caso de la region de la integrasa viral, se
secuencié un fragmento de 890 pb. Para este procedimiento se emplearon los cebadores de

secuencia descritos en el anexo 1

Se realizaron siete reacciones de secuencia por cada producto de RCP anidada purificado,

con el objetivo de solapar el mismo fragmento con varias secuencias.

Se prepararon mezclas para cada reaccion de secuenciacion que consistieron en: 8 pL de la
mezcla de secuencia DTCS Quick Star Master Mix (Dye Terminador Cycle Sequencing
(DTCS) Quick Start Kit, de Beckman Coulter, EE. UU), 6 yL de H20 libre de nucleasas, 1 pL
de cada uno de los cebadores (anexo 1) y 5 uL de ADN purificado, para obtener un volumen

final de reaccion de 20 pL. Para la reaccion de secuencia se realizaron 50 ciclos con los
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siguientes pasos: 96 °C por 30 segundos, luego 20 segundos a 50°C y finalmente 4 min a
60°C.

[11.4.1.7. Edicién de las secuencias

Las secuencias obtenidas de cada uno de los fragmentos del VIH-1 se ensamblaron y
editaron en el programa Sequencher™ version 4.9 (Genes Codes Corporation, EE. UU), y se
utilizdé como referencia la secuencia nucleotidica de la cepa de VIH-1
B.FR.83.HXB2_LAI_llIB_BRU.K03455.

111.4.1.8. Analisis de las mutaciones virales y niveles de resistencia

Las secuencias consenso gue se obtuvieron para las muestras de cada paciente se enviaron

a la base de datos de Stanford (https://hivdb.stanford.edu/hivseg/by-sequences/) que detecta

las mutaciones en cada gen e informa la resistencia que ellas confieren a cada ARV, y que
se clasifican de la siguiente forma: resistencia alta, intermedia, baja, potencialmente baja y
sensible.

l1l.4.2. Secuenciacion de proxima generacion

El ensayo de genotipado del VIH-1 Sentosa SQ® consiste en un flujo de trabajo integrado
gue comprende diferentes pasos, entre los que se encuentran: extraccion del ARN,
preparacion de bibliotecas, PCR de emulsién, enriquecimiento y secuenciacibn masiva
mediante la plataforma lon Torrent™ (lon PGM, lon PROTON), (Thermo Fisher Scientific.
EE. UU) https://www.thermofisher.com/es/es/home/brands/ion-torrent.html. El sistema se

basa en la deteccion de protones liberados durante el proceso de polimerizacién del ADN y
cuenta con un paquete informético de andlisis de datos y generacion de informes. El ensayo
procesa hasta 15 muestras simultaneamente (730 mL por muestra); que incluye toda la
proteasa viral PR, los primeros 376 amino&cidos de la Tl y todo el gen de IN.

[11.4.2.1. Extraccion del ARN y Pre-PCR

La extraccion del ARN se realiz6 simultaneamente a 15 muestras de plasma. Los reactivos a
utilizar estuvieron dispuestos en los estuches comerciales que provee el sistema Vela
Diagnostics: ViroKey™ SQ FLEX LibPrep, en el ViroKey™ SQ FLEX HIV Primer Set y en el
Sentosa SX Virus Total Nucleic Acid Plus. El proceso se llevo a cabo en el extractor
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automatico Sentosa SX 101 (Vela Diagnostics, Singapur), segun las recomendaciones del

fabricante.

Los plasmas se descongelaron a temperatura ambiente, luego se homogenizaron por 5
segundos y se centrifugaron a 4.233 r.p.m (1.200 g) por 10 minutos. Luego se transfirieron
730 pL a viales de 1,5 mL, rotulados previamente. Se colocaron los reactivos e insumos en
el extractor y luego de tres horas y media se extrajo la placa de PCR de 96 pocillos, se sello
a 170 °C por 3 segundos con un sellador (PCR Plate Sealler, BIO-RAD, EE. UU) y se
centrifugé a 1.338 r.p.m (100 g) por 30 segundos. La PCR se llevé a cabo en un
termociclador para placas de 96 pocillos (Veriti DX, Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y se
empled el programa ViroKey SQ FLEX PCR Amplification (Vela Diagnostics, Singapur), bajo

las siguientes condiciones (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones para la sintesis de ADNc y amplificacion de los fragmentos

correspondientes a la proteasa, transcriptasa inversa e integrasa del VIH-1.

Etapas Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 50 °C 30 min
Desnaturalizacion inicial 98 °C 2 min

40 ciclos
Desnaturalizacion 98 °C 15 segundos
Hibridacién de los cebadores 55 °C 30 segundos
Extension 72 °C 3 min
Fin de los ciclos
Extension final 72 °C 2 min
Enfriamiento 4°C 12 horas

Fuente: Tomado de ViroKey™ SQ FLEX Genotyping Assay, Quick Reference Guide Part 12.

Como resultado de la reaccion de amplificacion se obtuvieron dos amplicones, de 1.500 y de

1000 pb, correspondientes a la proteasa/Tl y la integrasa viral, respectivamente.
[11.4.2.2 Preparacion de la libreria

Los reactivos que se utilizaron estaban dispuestos en el estuche comercial ViroKey™ SQ
FLEX LibPrep y ViroKey™ SQ Virus testing Solutions. Ademas, se utiliz la placa de PCR
con los amplicones, la placa de los reactivos (ViroKey™ SQ FLEX LibPrep Reagent Plate),

proveniente del proceso de extraccion, y el codigo identificador del control del sistema. Se

55



x Materiales y Métodos

rotularon dos viales de 1,5 mL como FLT (tubo con la libreria final, del inglés, finally library
tube) y PLT (tubo con la libreria combinada, del inglés, pooled library tube) y se colocaron en
la gradilla para muestras, en las posiciones que indico el protocolo. El proceso se llevo a

cabo en el propio extractor automético, segun las recomendaciones del fabricante.

Luego de 5,5 horas, los tubos rotulados como FLT y PLT se cerraron y sacaron del equipo
para su almacenamiento por un periodo maximo de hasta un mes a -20 °C hasta la

realizacion del siguiente paso del proceso.
[11.4.2.3 Preparacion del PCR de emulsién y enriquecimiento

Para el PCR de emulsion se utilizaron los reactivos dispuestos en el estuche comercial
Sentosa ST Template Kit. El proceso se llevd a cabo en el equipo ST401i (lons Torrent, Vela
Diagnostics, Singapur), segun las recomendaciones del fabricante.

Para el proceso de enriquecimiento se extrajeron los tubos del equipo y se procedié a
eliminar las particulas iénicas en las que no ocurre amplificacion, segun indica el fabricante.
Para ello se utiliz6 el equipo ST40le (lons Torrent, Vela Diagnostics, Singapur). Las
particulas esféricas ionicas enriquecidas, quedaron contenidas en un vial de 0,2 yL que

puede ser almacenado de 2-8 °C durante una semana.
[11.4.2.4 Secuenciacion

Los reactivos que se utilizaron estuvieron dispuestos en los estuches comerciales Sentosa
SQ Sequencing Kit y en el Sentosa SQ 318 Chip kit. Todos los reactivos se colocaron en
una microplaca semiconductora (chip), con pozos en los que se depositaron las particulas
esféricas enriquecidas, donde ocurre la reaccién de secuenciacion. El proceso se llevo a
cabo en el equipo de secuenciacion SQ301 (lons Torrent, Vela Diagnostics, Singapur),

segun las recomendaciones del fabricante.
[11.4.2.5. Control de calidad

El ensayo de genotipado del VIH-1 Sentosa SQ proporciona un control del sistema para
cada ejecucion, procesado desde la extraccion como la muestra niamero 16. El control del
sistema actia como un control positivo y negativo. Cada muestra que se incluy6é en el

analisis paso los controles de calidad de ejecucion y de muestra.103)
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l11.4.2.6. Lectura e interpretacion de las secuencias

Para la comparacion de las secuencias generadas por Sanger y NGS solo se utilizaron los
primeros 1.300 nucleétidos del fragmento del gen pol que codifica para la proteasa completa
(99 aa) y la reverso trancriptasa (1 al 335 aa). En el caso de la integrasa se compararon los
864 nucleotidos de la secuencia del gen que codifica para la integrasa viral (288 aa).

Para los fines de este estudio, el ensayo exporta un archivo en formato FASTA que contiene
una unica secuencia de nucleotidos consenso en la que las posiciones que contienen
mezclas de nucledtidos con variantes presentes en un 3,2 % 0 mas, se representan como
ambigledades segun la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, del inglés,
International Union of Pure and Applied Chemistry).

Aungue el ensayo Sentosa tiene su propio proceso de analisis, incluido un informe de
susceptibilidad que utiliza tres algoritmos de resistencia a los medicamentos contra el VIH
(version 9.0 de Stanford HIVdb, version 30 de ANRS y versién 10.0 de Rega), se utilizo
directamente la version 9.6 de Stanford HIVdb (actualizada el 09 de marzo de 2024), para
llevar a cabo una interpretacion mas actualizada de todos los parametros a comparar. Para
las secuencias PR-TI concatenadas y para las secuencias de la IN, los archivos en formato
FASTA obtenidos por el método de Sanger y por NGS se analizaron mediante al programa
de interpretacion de resistencia genotipica de la base de datos de resistencia a los

medicamentos contra el VIH de Stanford (HIVdb).

Se realizaron analisis por separado para PR-TI e INT. De la base de datos se obtuvieron
hojas de célculo con los resimenes de resistencia, las cuales se utilizaron para comparar las
MDR vy la interpretacién de resistencia a los medicamentos mediante secuenciacion por el
método de Sanger y por NGS. Asimismo, para determinar la concordancia en la deteccién
de resistencia a los antirretrovirales mas comunmente utilizados. Los ITIAN:
lamivudina/emtricitabina (3TC/ FTC; que se consideraron como un solo medicamento),
abacavir (ABC), zidovudina (AZT) y tenofovir (TDF); Los ITINAN: efavirenz (EFV), etravirina
(ETR), rilpivirina (RPV), nevirapina (NPV) y doravirina (DOR); los inhibidores de la proteasa
atazanavir (ATV), darunavir (DRV) y lopinavir (LPV); y Los inhibidores de la integrasa:

dolutegravir (DTG), elvitegravir (EVG), raltegravir (RAL), bictegravir (BIC) y cabotegravir

(CAB). Se definieron cinco niveles de interpretacion de resistencia a los medicamentos:
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susceptible, potencial de bajo nivel de resistencia, resistencia de bajo nivel, resistencia
intermedia y resistencia de alto nivel 194, Los puntajes de penalizacion utilizados para
generar estos niveles fueron los de la base de datos HIVdb versién 9.6, actualizada el 09 de
marzo de 2024. Los niveles de resistencia a los medicamentos segun el sistema de
interpretacion de HIVdb, se puntuaron de la manera siguiente: (1) para susceptible, (2)
potencialmente bajo, (3) resistencia de baja, (4) resistencia intermedia y (5) resistencia de

alta.

Ademas, las hojas de calculo generadas por el sistema NGS se utilizaron para comparar la
cantidad de mutaciones distintivas de APOBEC vy la proporcion de posiciones con
mutaciones altamente inusuales, la presencia de codones de parada, inserciones,
deleciones, mutaciones ambiguas, cambios en el marco de lectura y comienzo y fin de cada

fragmento de la proteina secuenciada.
111.4.2.7. Analisis filogenético

Se analizaron las variantes genéticas virales (subtipos de VIH-1), tanto en el fragmento del
gen pol, que codifica para la proteasa-transcriptasa reversa, como para el que codifica para

la integrasa, y se introdujeron las secuencias en tres bases de datos:
1) Los Alamos

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/BASIC BLAST/basic blast.html)

2) Rega subtyping tool version 3.46

(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/hiv)

3) RIP

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html).

El andlisis de recombinacién se llevé a cabo mediante boostscaning utilizando el programa
SimPlot V, version 3.5.1.
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l11.5. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos cuantitativos se realiz6 con el paquete estadistico GraphPad Prism,
version 5.0. Se determind la distribucién de los datos (normal o no) mediante la prueba
estadistica de Shapiro-Wilk y se compararon las medias para muestras pareadas mediante
la prueba de Wilcoxon con el empleo del paquete estadistico SPSS, version 27 (IBM, EE.
UU). Todas las comparaciones se realizaron por ambas tecnologias de secuenciacion con
respecto a: deteccion de las mutaciones del VIH-1 en los genes que codifican para la PR-TI
e INT (totales y MDR), niveles de resistencia a los farmacos ARV, y subtipos y variantes
virales del VIH-1.

Para el calculo de las medias del nimero de mutaciones totales y MDR, tanto las
compartidas como las Unicas, de cada fragmento secuenciado (PR-TI e INT) por ambas
tecnologias (NGS y Sanger), se sumaron todas las mutaciones obtenidas para cada
paciente y se dividieron entre el total de pacientes analizados (N=28). Para realizar este
andlisis se utiliz6 como referencia el articulo de Tzou P L y col., 2018 @7,

Para el calculo de los indicadores de desempefio (sensibilidad, especificidad, concordancia,
y coincidencia diagndstica mediante el indice Kappa) del método de secuenciacion masiva,
con respecto a la prueba de referencia, se empled la aplicacién LabCalc, version 1.0.1. Para
ello se consideraron como verdaderos positivos a todas las mutaciones detectadas por
Sanger (840), mientras que los verdaderos negativos se obtuvieron restando al total de
pares de base del gen que codifica para las proteinas (TI+PR+INT=2.166), el total de
mutaciones que arroj6 el método de Sanger (840). Los falsos positivos fueron aquellas
mutaciones detectadas Unicamente por NGS (224) y los falsos negativos las identificadas

Unicamente por el método de Sanger (82).

l11.6. Aspectos éticos

La investigacion se desarrollé segin las normas de la Declaracion de Helsinki 199 vy las
Guias Eticas Internacionales del Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias
Médicas para estudios biomédicos en sujetos humanos (CIOMS, del inglés, Council for

International Organizations of Medical Sciences)®09)
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Cada muestra recibi6 un cddigo Unico que la identific6 y a los documentos que la
acompafaron. La identidad de cada paciente solo fue conocida por los investigadores
responsables del estudio para mantener la confidencialidad de la procedencia de la misma 'y
la identidad de los participantes. La investigacion se enmarcé dentro del proyecto titulado:
Caracterizacion biolégica y genética de cepas de VIH-1 de individuos cubanos. Cédigo:
2105015.

Las muestras que se incluyeron en el estudio fueron parte del diagndstico para las pruebas
de resistencia a los ARVs que se realiza en el laboratorio de ITS del IPK, por lo que los

pacientes fueron remitidos por los especialistas que solicitaron estas pruebas.

Los pacientes incluidos en la investigacion se beneficiaron con su participacion pues se les
realizaron ensayos genotipicos para el VIH-1 con tecnologia de uUltima generacion, y esto

contribuyé al mejor manejo clinico y terapéutico.
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IV. RESULTADOS

La secuenciacion por Sanger se utiliz6 y aun se utiliza para identificar variantes de VIH
resistentes a los ARVs y ha sido altamente reproducible en diferentes entornos clinicos. Sin
embargo, las tecnologias de NGS evolucionaron rapidamente, lo que trajo consigo cambios
en los protocolos de andlisis bioinforméatico y de laboratorio @”. El IPK recientemente
adquirié un Sentosa® SQ (Vela Diagnostics), el que ha sido validado para su uso en el
diagnostico clinico. La epidemia de VIH-1 en Cuba se caracteriza por una gran variabilidad
viral, que pone a prueba los ensayos tanto de PCR como de secuenciacion, cualesquiera
sean las plataformas que se empleen. Por ello el presente estudio se propone, implementar
el ensayo de NGS para estudios genotipicos del VIH-1 en pacientes cubanos no tratados,
infectados con diferentes variantes virales y determinar si la secuenciacién masiva Sentosa®
SQ (Vela Diagnostics) resulta mas sensible y especifica que el método de Sanger para la

obtencion de datos referentes a estudios genotipicos de VIH-1.
IV.1. Mutaciones, MDR e interpretaciones de la resistencia a los medicamentos

En las 28 secuencias procesadas el nimero de mutaciones compartidas en el fragmento que
codifica para la PR-TI fue de 795, mientras que en el que codifica para la INT viral las
mutaciones compartidas fueron 462, por el método de Sanger y por NGS, respectivamente.
El total de MDR detectadas por ambos sistemas fue de 22 en PR-Tl y de 4 en la INT. Estas
mutaciones estuvieron definidas como las diferencias con respecto a la secuencia consenso

de aminoacidos del subtipo B de la base de datos de Stanford (Tabla 7, figura 7 Ay B).
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Tabla 7. Media del nimero de mutaciones aminoacidicas y MDR detectados en PR-TI

mediante pruebas de resistencia genotipica por la secuenciacion de Sanger y NGS2

Gen y categoria de la Total de :
ymutagiénb mutaciones el Valog de
n (nimero de secuencias) Sanger NGS Sanger NGS P
N° de mutaciones 840 942
compartidas 795 28,39
PR-TId anicas 45 147 1,575 4,821 @ 0,0006
(n=28) N° de MDRs 22 33
compartidas 22 0.785
Unicas 0 11 0,000 10,3929 @ 0,0104
N° de mutaciones 499 525
compartidas 462 16,5
INT® Unicas 37 63 1,321 | 2,143 0,05
(n=28) N° de MDRs 4 7
compartidas 4 0,14
Unicas 0 3 0 0,1071 0,5

a Las mutaciones aminoacidicas se definen como diferencias con respecto a la secuencia de referencia de
consenso del subtipo B. Las mutaciones de resistencia a medicamentos (MDR) son mutaciones que reciben
una puntuacién de penalizacién en el programa de interpretacion de resistencia a medicamentos de HIVDB.

b Las mutaciones compartidas y las MDR son aquellas que se detectaron mediante secuenciacion NGS y
Sanger. Las mutaciones Unicas y las MDR son aquellas que se detectaron mediante secuenciacion NGS o
Sanger, pero no mediante ambas.

¢ Los valores de p se determinaron mediante la prueba Wilcoxon para muestras pareadas.

de PR: proteasa viral, RT: Reveso transcriptasa viral, INT: Integrasa viral.

Al comparar el numero de mutaciones Unicas detectadas por ambos sistemas, en ambos
fragmentos, encontramos que en PR-TI, el método de Sanger detectd Unicamente 45
mutaciones y NGS 147 (p=0,0006); mientras que en la INT viral se hallaron 37 mutaciones
por la secuenciacion de Sanger y 63 por NGS (p=0,05). No se detectaron MDR por el
método de Sanger en la PR-TI, mientras que por NGS se encontraron 11 mutaciones
(p=0,0104). Sin embargo, en la INT viral solo se hallaron 3 mutaciones por NGS (p=0,5)
(Tabla 7, figura 7 C y D).

De las once MDR detectadas por NGS en PR-TI, cinco estaban presentes por debajo del
umbral del 20 %. En la INT, el método de NGS unicamente detecté 3 MDR, una por debajo

del umbral del 20 % y las otras dos como mezclas (salvaje/mutado).
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Figura 7. Media del total de mutaciones y MDR, Unicas y compartidas en PR-TI e INT

detectadas por Sanger y NGS.

Los cambios aminoacidicos se definen como diferencias con respecto a la secuencia de referencia de
consenso del subtipo B. Las mutaciones de resistencia a medicamentos (MDR) son mutaciones que reciben
una puntuacién de penalizacién en el programa de interpretacion de resistencia a medicamentos de HIVDB.

A y B: Las mutaciones compartidas son los cambios aminoacidicos detectados por ambos sistemas.

C y D: Las mutaciones Unicas son aquellas que solo se encontraron en uno de los dos sistemas de
secuenciacion en estudio.

Los valores de P se determinaron mediante la prueba Wilcoxon para muestras pareadas.

PR: proteasa viral, Tl: transcriptasa inversa viral, INT: Integrasa viral, MDR: mutaciones asociadas a
resistencia.
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No se obtuvieron diferencias significativas entre la media de los niveles de resistencia
detectados para cualquiera de los ITIAN, ITINAN, IP e IIN entre la secuenciacion de Sanger
y la NGS (Tabla 8).

Tabla 8. Media de la susceptibilidad reducida a los ARV segun las pruebas de resistencia

genotipica mediante secuenciacion de Sanger frente a NGS.

. . Susceptibilidad® (M + DS)¢ Valores
Clase de ARVs ARV e NGS de pe
ABC | 1,179 + 0,6696 1,25 + 0,8444 0,3458
AZT 1,393 + 1,166 1,607 + 1,370 0,5
ITIAN (n=28) FTC 1,036 + 0,1890 1,143 + 0,7559 1
3TC 1,036 + 0,1890 1,143 + 0,7559 1
TDF 1,179 + 0,6696 1,214 + 0,6862 1
DOR | 1,036 +0,1890 1,071 +0,2623 1
EFV 1,607 + 1,370 1,821 +1,492 0,1736
ITINAN (n=28) ETR 1,214 + 0,6862 1,321 +0,7228 0,1489
NPV 1,643 + 1,446 1,964 + 1,621 0,25
RPV | 1,250 +0,7515 1,464 + 0,9222 0,1489
ATV | 1,036 +£0,1890 1,214 + 0,7868 0,5
IPR (n=28) DRV | 1,036 +0,1890 1+0 1
LPV 1,036 + 0,1890 1,071 +0,2623 1
BIC 1,143 + 0,7559 1,179 +0,7724 1
CAB 1,143 + 0,7559 1,214 + 00,8325 1
[INT (n=28) DTG | 1,143 +0,7559 1,179 +0,7724 1
EVG | 1,143 +0,7559 1,25+ 0,8444 0,5
RAL 1,143 + 0,7559 1,25 + 0,8444 0,5

a|TIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos, ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa
inversa no analogos de nucleosidos, IPR: Inhibidores de la proteasa, IINT: Inhibidores de la integrasa.

b ARV: Antiretrovirales, 3FTC, lamivudina y emtricitabina; ABC, abacavir; AZT, zidovudina; TDF, tenofovir; EFV,
efavirenz; ETR, etravirina; RPV, rilpivirina; DOR, doravirina; NPV, nevirapina; ATV/r, atazanavir/ritonavir-
potenciado; DRV/r darunavi/ritonavir- potenciado; LPV/r, lopinavir/ritonavir-potenciado; DTG, dolutegravir; EVG,
elvitegravir; RAL, raltegravir, BIC, bictegravir; CAB, cabotegravir.

¢ Niveles previstos de resistencia a los medicamentos segun el sistema de interpretacién de resistencia
genotipica HIVDB, que se puntuaron de la siguiente manera: 1 para susceptible, 2 potencialmente bajo, 3
resistencia de baja, 4 resistencia intermedia y 5 resistencia de alta.

d M: Media, SD: Desviacién estandar.

e Los valores de P se determinaron mediante la prueba Wilcoxon para muestras pareadas.
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En general, 9 virus (32,12 %) mostraron un mayor nivel de resistencia a uno o mas ITIAN,
ITINAN, IPR e IINT por el método de NGS. En ninguna muestra viral se detecté un nivel de

resistencia mas alto, segun la secuenciacién de Sanger (Tablas 9, 10, 11y 12).

Se detectaron cuatro mutaciones relacionadas con resistencia a los ITIAN en tres pacientes,
por la tecnologia NGS, una de ellas por debajo del umbral de deteccion del método de
Sanger D67DN (6,72 %). Sin embargo, las otras tres mutaciones mostraron umbrales que
debieron haber sido detectados por esta técnica S68G (55,3 %); T215Y (70,93 %); M184MV
(32,29 %), (Tabla 9).

Tabla 9. Mutaciones de resistencia a los ITIAN y estimado de los niveles de resistencia
segun el ensayo de resistencia genotipica de las secuencias obtenidas por Sanger y NGS.

puntuacion por Sanger >>>>
puntuacién por NGS2

3FTC ABC AZT TDF

Muestras para las que NGS DRM detectada por:
mostro altos niveles de

resistencia =1(ITIAN) SENEErY  SEeEr - NEE

NGS solo solo
1490 22 - - D67DN 1 1 1->3 1
S68G
1790 22 - - T215Y 1 1->2 1->5 1->2
D67N,
K70R
P7-23 T215Y. - M184MV |1->5 2->5 4->5 2->4
K219E

a Niveles previstos de resistencia a los medicamentos segun el sistema de interpretacién de resistencia
genotipica HIVDB, que se puntuaron de la siguiente manera: 1 para susceptible, 2 potencialmente bajo, 3
resistencia de baja, 4 resistencia intermedia y 5 resistencia de alta. Para 5 secuencias adicionales, la NGS
detectd6 dos mutaciones en una posicion MDR para la que la secuenciacién de Sanger detect6 una sola
mutacién. Sin embargo, la mutacion adicional no resulté en un cambio en el nivel estimado de resistencia a los
medicamentos. 3FTC, lamivudina and emtricitabina; ABC, abacavir; AZT, zidovudina; TDF, tenofovir.
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La tecnologia NGS evidencié cuatro secuencias virales con mutaciones asociadas a la
pérdida de la sensibilidad a los ITINAN, dos de ellos por debajo del umbral de deteccion del
meétodo de Sanger H221Y (3,74 %); K103N (17,06 %). Sin embargo, la E138Q con 55,72 %
debiod haber sido detectada por esta técnica. La secuencia viral del paciente 16 (P16) revelo
una mezcla de aminoacidos en la posicion 98 de la RT (A98GPR), detectada solamente por
la metodologia de NGS (Tabla 10).

Tabla 10. Mutaciones de resistencia a los ITINAN y estimado de los niveles de resistencia
segun el ensayo de resistencia genotipica de las secuencias obtenidas por la secuenciacion
de Sanger y por NGS.

Muestras para las
que NGS mostro
altos niveles de

puntuacion por Sanger >>>>

DRM detectada por: puntuacién por NGS?

Sangery Sanger NGS

resistencia NGS solo solo EFV ETR RPV NPV DOR
21(ITINAN)
1790 22 K103KN - E138Q 5 1->2  1->3 5 1
P4 23 - - H221Y | 1->2 1->2 1->3 | 1->3 1->2
P13 24 - - K103N | 1->5 1 1 1->5 1
P16 24 - - A98GPR | 1->2 1->2 1->3 [ 1->4 1->2

a Niveles previstos de resistencia a medicamentos segun el sistema de interpretacién de resistencia genotipica
HIVDB, que se puntuaron de la siguiente manera: 1 para susceptible, 2 potencialmente bajo, 3 resistencia de
baja, 4 resistencia intermedia y 5 resistencia de alta. EFV, efavirenz; ETR, etravirina; RPV, rilpivirina DOR,

doravirina; NPV, nevirapina.

Por el método de NGS se identificaron dos virus, con una mutacidon cada uno, asociados a
resistencia a los IPR, ambas por debajo del umbral de deteccion de Sanger IS0LFM (3,63 %)
y M46ML (4,22 %), (Tabla 11).
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Tabla 11. Mutaciones de resistencia a los IPR y estimado de los niveles de resistencia
segun el ensayo de resistencia genotipica de las secuencias obtenidas por Sanger y NGS.

Muestras para las que
NGS mostro altos
niveles de resistencia

puntuacion por Sanger >>>>

DRM detectada por: puntuacion por NGS?

SRR Sanger  Sanger  NGS | srypry  DRVRTV  LPV/RTV
y NGS solo solo

498 22 - - | I50FLM| 1->5 1 1

1490 _22 - - M4BML | 1->2 1 1->2

a Niveles previstos de resistencia a farmacos segun el sistema de interpretacion de resistencia genotipica
HIVDB, que se puntuaron de la siguiente manera: 1 para susceptible, 2 potencialmente bajo, 3 resistencia de
baja, 4 resistencia intermedia y 5 resistencia de alta. Para dos secuencias adicionales, la NGS detecté dos
mutaciones en una posicion MDR para la que Sanger detecté una Unica mutacién. Sin embargo, la mutacién
adicional no resulté en un cambio en el nivel estimado de resistencia a farmacos. ATV/r, atazanavir/ritonavir-
boosted; DRV/r darunavi/ritonavir- potenciado; LPV/r, lopinavir/ritonavir-potenciado.

Para los IINT, por NGS se evidenciaron tres mutaciones en dos secuencias virales, una de
ellas por debajo del umbral de deteccién de Sanger H51Y (3,73 %), y las otras dos en forma
de mezclas, las que no fueron cuantificadas por el sistema NGS (S153SA, D232DN) (Tabla
12).

Tabla 12. Mutaciones de resistencia a los IINT y estimado de los niveles de resistencia
segun el ensayo de resistencia genotipica de las secuencias obtenidas por Sanger y NGS.

puntuacion por Sanger >>>>

Muestras para las .
que NGSFinostro DRM detectada por: STLECE sar NEEE
altos niveles de Sanger Sanger NGS
resistencia 21(lIN) y NGS solo solo BIC CAB DTG EVG RAL
614 22 i i Sﬁlg;;’A 1->2  1->3  1->2  1->3  1->3
P12_23 - - D232DN | 1->1 1—>1 1->1 1->2 1->2

a Niveles previstos de resistencia a los medicamentos seguin el sistema de interpretacion de resistencia
genotipica HIVDB, que se puntuaron de la siguiente manera: 1 para susceptible, 2 potencialmente bajo, 3
resistencia de baja, 4 resistencia intermedia y 5 resistencia de alta. DTG, dolutegravir; EVG, elvitegravir; RAL,
raltegravir; BIC, bictegravir; CAB, cabotegravir.
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IV.2. Pardmetros comparados, detectados por HIVdb, en las secuencias obtenidas de

PRRT e INT por ambos sistemas

Se secuenciaron 28 muestras empleando la metodologia de NGS y Sanger (Tabla 13). La
secuenciacion mediante NGS abarco la region completa de la INT viral, la PR y la RT en el

total de las muestras.

Entre las secuencias de PR-TI generadas por NGS se identificaron codones de parada en
RT: Q334*, PR: T12*, RT: P176* y mutaciones de APOBEC en PR: G27R, PR: G51E, RT:
E53K, RT: E53K, RT: R72K.

Para las secuencias correspondientes al gen de la integrasa viral obtenido por NGS, se
detectaron 4 con mutaciones de APOBEC en E152K, E157K, G82RS, G247E, D55N (una

secuencia con dos mutaciones).

Tabla 13. Parametros comparados, detectados por HIVdb, en las secuencias obtenidas de

PRRT e INT por ambos sistemas.

Genes (aa) Sanger NGS
Completa? IncompletaP Completa |ncompleta
PR (aa 1 al 99) 22/28 4/28 (aa 13) 28/28 0/28
2/28 (aa 10 Y 40)
4/28 (terminaron en el
RT (aa 1 al 335) 24/28 aa 28/28 0/28
312,317,318, 330)
3/28 (comenzaron en
el aa 11,21y 40)
INT (aa 1 al 288) 25/28 1/28 (terminG en el aa 28/28 0/28
259)
Parametros PR-TI INT
detectados por HIVdb Sanger NGS Sanger NGS
Cambios en el marco 0/28 0/28 0/28 0/28
de lectura
Inserciones 0/28 0/28 0/28 0/28
Deleciones 0/28 0/28 0/28 0/28
Codones de parada 0/28 3/28 0/28 0/28
Mutaciones ambiguas 0/28 7128 0/28 2/28
Mutaciones de
APOBEC 4/28 3/28 0/28 4/28
Mutaciones inusuales 2/28 11/28 4/28 8/28

a Completa: PR: del aa 1 al 99, RT: del aa 1 al 335, INT: del aa 1 al 288

b Comienzan después del inicio de la proteina o terminan antes de su final
69



x Resultados

IV.3. Indicadores de desempefio de los ensayos de secuenciaciéon comparados

La concordancia entre las secuencias de nucleétidos determinada, tanto en PR-TI como en
INT, por los métodos de Sanger y NGS se comportd de la siguiente manera: el 84,8 % de los

nucleotidos eran idénticos y el 15,2 % eran completamente discordantes.

La fuerza de concordancia entre ambos métodos fue buena (0,88), lo que se puede apreciar

en la tabla 14.

Tabla 14. Indicadores de desempefio de los ensayos de secuenciacion.

Verdaderos + Verdaderos — Falsos Falsos
(Total (Total de pb o+ -
Con Sanger por — Total por (Unicas (Unicas
como referencia Sanger) Sanger) Por por
NGS) Sanger)
840 1326 224 82
Sensibilidad 0,91 (0,89 - 0,93)
Especificidad 0,86 (0,84 - 0,87)
Valor predictivo + 0,79 (0,76 - 0,81)
Valor predictivo - 0,94 (0,93 - 0,95)
Concordancia 0,88 (0,86 - 0,89)
(IC 95%)
Kappa 0,74 (0,72-0,77)
(IC 95%)
p 0,0000

a PR: Proteasa viral, RT: Reverso Transcriptasa viral, INT: Integrasa viral

b Coeficiente de concordancia

¢ indice Kappa

d Los valores de P se determinaron mediante la prueba de concordancia de Cohen
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IV.4. Deteccion de subtipos y formas recombinantes

En la epidemia cubana se han descrito, hasta la fecha, la circulacion de cinco formas
recombinantes, dos de ellas complejas, CRF19 cpx y CRF18_ cpx.

Debemos aclarar que la plataforma Vela no es capaz de subtipar el fragmento del gen que
codifica para la integrasa viral, por esta razon, y la antes mencionada sobre la diversidad
viral, se emplearon diversas plataformas para determinar el subtipo final de las secuencias
obtenidas por ambos sistemas. Se emplearon: Alamos db, Rega subtyping tool, RIP (los
Alamos db) y por udltimo se tuvo que realizar un analisis de SimPlot, resultado que se

muestra en la figura 8.

=
N

m PR-TI Sanger PR-TINGS ™ |[NT Sanger ® INT NGS

CRF_BGs CRF19 cpx CRF18 cpx

=
o

(o]

Numero de subtipos
~ O

N

o

Subtipos

Figura 8. Distribucion de subtipos en las regiones de PR-TI e INT para las secuencias

obtenidas por ambos sistemas
PR-TI: Proteasa viral- Reverso Transcriptasa viral, INT: Integrasa viral

Luego del analisis mediante SimPlot para la obtencion y comparacién de los subtipos virales
a partir de las secuencias derivadas de los sistemas en estudio, se encontrd6 una
coincidencia del 96,4 % y del 100 % en la PR-TI y la INT viral, respectivamente. Los subtipos

mas frecuentes detectados en PR-TI fueron las formas recombinantes Unicas (10/28; 35,7
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%) por el método de Sanger y en menor proporcién por NGS (9/28; 32,1 %). Seguidamente,
en orden de frecuencia se detectaron la CRF_BGs (6/28; 21,4 %) por Sanger y (7/28; 25,0
%) por NGS, la CRF19 cpx (5/28; 17,9 %), el subtipo B (4/28; 14,3 %), la CRF18_cpx (2/28;
7,1 %) y el subtipo C (1/28; 3,6 %). Mientras que en la INT viral los subtipos mas frecuentes
detectados fueron las formas recombinantes circulante BGs y subtipo B (7/28; 25,0 %), en
igual proporcion, seguida por la CRF18 cpx (5/28; 17,9 %), CRF19_cpx y URF (4/28; 14,3
%), en la misma frecuencia. Por dltimo, en menor porcentaje se detectd el subtipo C (1/28;
3,6 %).

No coincidio el subtipo viral de la PR-TI en una secuencia obtenida por ambas tecnologias,
detectada como CRF_BGs en la secuencia lograda por NGS y como URF en la obtenida por

el método de Sanger.
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V. DISCUSION
Las pruebas de resistencia a los medicamentos contra el VIH-1 son importantes para elegir
regimenes de TAR optimos, prevenir el fracaso del tratamiento, detectar la evolucion de la
resistencia a los medicamentos y guiar la TAR de por vida. Durante décadas, la
secuenciacion por el método de Sanger se ha utilizado para las pruebas de resistencia a los
medicamentos contra el VIH. Las principales limitaciones de la secuenciacion de Sanger son
el costo y, en particular, su incapacidad para detectar variantes de resistencia minoritarias
(por debajo del 20 %) de las cuasiespecies virales 197, Estas variantes minoritarias podrian
ser importantes para el desarrollo de una mayor resistencia 1%). Si bien la secuenciacién de
préxima generacion (NGS) puede detectar mutaciones de resistencia a los medicamentos
con una mejor sensibilidad que el método de Sanger y algunas plataformas de prueba de
resistencia a los medicamentos basadas en NGS ya estan validadas y disponibles
comercialmente, sus ventajas sobre la secuenciacién de Sanger siguen siendo inciertas. Si
se demuestra que es eficiente, esta tecnologia en evolucidon podria convertirse en una
plataforma mas recomendada para las pruebas de resistencia a los medicamentos contra el

VIH para la investigacion, la atencion clinica de rutina y la vigilancia @7,

En estudios previos se evaluaron las concordancias y discrepancias entre la secuenciacion
de Sanger y la secuenciacién de nueva generacion para la identificacién de mutaciones de
resistencia a farmacos (MDR) asociadas al VIH utilizando una variedad de protocolos y
plataformas de NGS 109115 | a mayoria de los estudios encontraron una buena
concordancia entre estas tecnologias en la identificacion de MDR con umbrales de deteccién
altos (>20 %), mientras que como se esperaba, la NGS fue superior para umbrales mas
bajos (<20 %) (116),

V.1l. Mutaciones, MDR e interpretaciones de la resistencia a los medicamentos

La llegada de la terapia antirretroviral combinada (CART) revolucioné el manejo de la
infeccion por VIH al suprimir eficazmente la replicacion viral, restaurar la funcién
inmunoldgica y mejorar la calidad de vida de los pacientes. A pesar de este avance, el
Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/sida y la OMS presentan un
panorama mundial del VIH muy desafiante, ya que en 2024 las cifras de personas viven con
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infecciones por VIH es de 39,9 millones, mientras que 1,3 millones adquirieron el virus
recientemente. Se estima que 630 mil murieron debido a problemas relacionados con el VIH
(2. 117 La yuxtaposicién de estas asombrosas estadisticas con el telon de fondo de la
innovacion terapéutica subraya tanto el progreso logrado en el manejo del VIH como los

desafios persistentes que exigen nuestra atencion (118),

En la actualidad, el tratamiento de los pacientes infectados con VIH abarca un conjunto
diverso de medicamentos antirretrovirales que comprenden cinco clases distintas. Ellos tiene
como objetivo actuar sobre enzimas que participan en distintas etapas del ciclo de vida del
VIH, asi encontramos a los inhibidores de la entrada, como el maraviroc y el enfuvirtide que
interrumpen la unién y la fusién viral; los ITIAN e ITINAN, que impiden la conversién del ARN
viral en ADNc; los INSTI que impiden la integracion del ADN viral en el genoma del huésped;
y los IP que imposibilitan la escision de la poliproteina viral, inhibiendo asi la maduracion del

virign (119),

Sin embargo, a pesar de estos avances terapéuticos, la aparicion de cepas de VIH
resistentes a los farmacos y resistentes a multiples farmacos sigue siendo un desafio
complejo. Como se destaca en el dltimo Informe de la OMS sobre la resistencia a los
farmacos contra el VIH, se ha observado un aumento exponencial de la resistencia adquirida
y transmitida entre individuos sin tratamiento antirretroviral, lo que da como resultado el
fracaso de la terapia antiretroviral combinada, la progresion de la enfermedad y un aumento
de la mortalidad @29, La aparicion de esas cepas resistentes plantea una barrera importante
para alcanzar el objetivo de poner fin a la epidemia de VIH-1 como amenaza para la salud
publica para el aflo 2030 117 de ahi la urgencia resaltada por la OMS de combatir la
problemética de la resistencia a los medicamentos contra el VIH, abogando por nuevas
intervenciones para contrarrestar esta amenaza emergente para la salud publica mundial.
Esto incluye implementar un monitoreo sistematico de la carga viral, mejorar la adherencia al
tratamiento, realizar la genotipificacibn de la resistencia a los medicamentos, ajustar
oportunamente el régimen terapéutico y seleccionar combinaciones antirretrovirales éptimas

para garantizar una eficacia sostenida del tratamiento y resultados favorables a largo plazo.

La secuenciacion por NGS ha surgido como una herramienta fundamental para aplicaciones

clinicas, de investigacion y de salud publica, reemplazando a la secuenciaciéon por SS como
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el método principal para la identificacion y caracterizacion de genes en diversos organismos
y virus, incluido el VIH @4  Sj bien la SS puede detectar mutaciones de resistencia a
medicamentos en el 20-30 % de la poblacion viral, las tecnologias NGS ofrecen una
sensibilidad y reproducibilidad superiores, identificando variantes de baja frecuencia hasta
en el 5 % de la poblacion viral total®? | Los ensayos de resistencia a medicamentos contra
el VIH mediante NGS ofrecen flexibilidad, lo que permite la secuenciacion simultanea de
varios genes del VIH mediante el uso de amplicones més largos o a través de la
combinacion de diferentes amplicones. Este proceso ocurre antes de la fragmentacion y
tagmentacion del ADN durante la preparacion de la biblioteca, lo que facilita el analisis de las
variantes de VIH resistentes a los ARVs con una alta resolucion (22, La accesibilidad de la
tecnologia NGS, facilitada por estuches comerciales y canales de analisis, han permitido una
secuenciacion masiva en paralelo de alto rendimiento para identificar variantes de baja
frecuencia, lo cual tiene diversas aplicaciones, incluidas las pruebas de resistencia al VIH
(114,115,122, 123) Sin embargo, hace algunos afios las plataformas de NGS disponibles, como
llumina estaban certificadas solo para uso en investigacion, y por lo tanto, su uso era aun
limitado para aplicaciones de diagnoéstico clinico. En 2019, la plataforma NGS Sentosa®
Vela Diagnostics logré la aprobacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA, del inglés, Food and Drugs Administration) para la genotipificacion del VIH y las
pruebas de resistencia para fines de diagndstico in vitro 124, Esta plataforma Sentosa®
basada en la tecnologia “lon Torrent” permite la secuenciacion de los genes implicados en el
desarrollo de mutaciones que le confieren resistencia al VIH con una sensibilidad para la
deteccién de variantes menores del 10 %, cuando la carga viral (CV) es de 5.000 copias/ml o
del 20 % cuando la CV es menor 1?2, Varios estudios independientes han evaluado el
rendimiento de la plataforma NGS Vela Diagnostics en contextos de investigacion, a menudo

con un ndmero limitado de pacientes seleccionados, o solo con materiales de referencia 2%
125)

El sistema Vela NGS ofrece un flujo de trabajo optimizado que abarca un analisis integral
dentro de una plataforma Unica. Al aprovechar la extraccion automatizada del ARN, la
distribucion precisa de reactivos de PCR, la preparacion perfecta de bibliotecas y el andlisis
bioinforméatico avanzado, la solucién de Vela reduce notablemente el tiempo operativo y

minimiza la probabilidad del error humano.
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El objetivo de la presente investigacion fue evaluar este novedoso sistema de monitoreo de
la resistencia del VIH-1 frente a farmacos ARV, mediante NGS, en una poblacion de
pacientes infectados no tratados. Se investigaron, ademas, las MDR y las mutaciones con
prevalencia baja detectadas por NGS en comparacion con la SS, como método de
referencia, con el objetivo de acreditar esta plataforma en la rutina clinica del laboratorio de
ITS del IPK.

El ndmero de mutaciones totales en ambos fragmentos fue mayor en las secuencias
obtenidas por NGS, sin embargo, se detectaron mas mutaciones en el fragmento de PR-TI
gue en de la INT viral. Esto es debido a que el fragmento que codifica para la PR (99 aa) y
la RT (335 aa) se secuencia como un unico fragmento, porgue una proteina se encuentra a
continuacion de la otra, no siendo asi para la INT viral, cuyo fragmento es méas pequefio (288
aa). Ademas, se aprecia que el sistema NGS detecté una mayor cantidad de mutaciones, lo
gue ha sido publicado con anterioridad y justifica su uso para mostrar cambios en las

poblaciones virales presentes en muy bajo porcentaje 129,

De las once MDR detectadas en el presente estudio, por NGS, ocho estaban presentes por
debajo del umbral del 20 %. Segun lo descrito por diversos autores (126-128) |as plataformas
de NGS, aplicadas a los estudios de resistencia ARV del VIH, detectan entre 1,5y 3 veces
mas MDR que la secuenciacidon de Sanger en todos los entornos clinicos, también en
individuos sin tratamiento previo con ARV. Los mutantes resistentes a farmacos de baja
frecuencia pueden adquirirse a través de la transmision de persona a persona (129 130) g

generarse de novo a través de una replicacion propensa a errores (131),

La prevalencia de MDR en sujetos no tratados con ARVs es directamente proporcional a: (a)
el tiempo desde la introduccion de los diferentes farmacos ARVs y su uso relativo en la
poblacion de pacientes; (b) el nUmero de sujetos que desarrollan fracaso virol6gico a esos
farmacos en la poblacion, y (c) la frecuencia de los MDR en sujetos con fracaso virologico,
de los cuales las mutaciones pueden transmitirse a pacientes no expuestos a TAR

(pacientes “naive”).

Por el contrario, el costo de adaptacion conferido por la mutacion o mutaciones al virus esta

inversamente relacionado con la preexistencia de mutantes transmitidos.
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Los MDR clinicamente mas relevantes en sujetos sin tratamiento seran aquellos que tienen
més probabilidades de preexistir antes de la TAR y mas probabilidades de reducir la eficacia
virologica de los regimenes. Es decir, aquellos que afectan a farmacos con baja barrera
genética a la resistencia y con alta prevalencia entre pacientes no tratados. Es importante
tener en cuenta que los mismos principios se aplican tanto al método de Sanger como a la
NGS. Este ultimo simplemente detecta mas mutantes porque tiene una mayor sensibilidad

analitica.

Como sucedid en el presente estudio, el mayor numero de mutaciones detectadas se
observd en la reverso transcriptasa viral afectado en alguna medida a la familia de los
inhibidores de la transcriptasa inversa, analogo y no analogos de nucledsido, ya que se ha
descrito que las mutaciones observadas con mayor frecuencia en sujetos sin tratamiento
antirretroviral estan relacionadas con los ITIAN, en particular las TAM (del inglés, timidine
associated mutations) (132 133) y |os ITINAN (126 134) E| valor clinico de los mutantes
resistentes a los ITINAN de baja frecuencia se confirmé en un estudio de casos y controles

que incluyd siete cohortes europeas y utilizd la genotipificacion centralizada 454 (126),

Los ITIAN e ITINAN han existido durante mucho tiempo, se han utilizado ampliamente, se
han prescrito a mas personas propensas a desarrollar un fracaso virolégico y en condiciones
menos optimas, incluidas la monoterapia secuencial o la terapia dual, y a menudo se

asocian a una resistencia emergente cuando se produce un fracaso viroldgico.

A diferencia de los ITINAN, los estudios no han demostrado ningun valor clinico de la NGS
para optimizar la eficacia de la terapia antirretroviral de primera linea potenciada con IP en

sujetos que no habian recibido terapia antirretroviral (35,

Las MDR detectadas fueron escazas, tanto para los IP como para los IINT, lo que se
corresponde con lo descrito en la literatura. Segun Hofstra y col., las mutaciones primarias
que confieren resistencia a los IP son raras en sujetos sin tratamiento antirretroviral. Rara
vez se seleccionan durante el fracaso virolégico cuando el IP se potencia
farmacoldgicamente y generalmente confieren costos de aptitud significativos al virus, siendo
menos faciles de transmitir 36), Los inhibidores de la proteasa tienen una alta barrera

genética, es decir, se necesitan numerosas mutaciones para desarrollar un impacto
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sustancial en la respuesta virolégica al tratamiento @37, Los virus con miltiples mutaciones

de resistencia a los IP rara vez se transmiten (136, 138)

También se comenta que la transmision de la resistencia a los IINT es aun menos frecuente,
casi anecdotica ©1. 139-141) Esta familia se introdujo recientemente, son muy bien tolerados y
tienen una posologia sencilla, lo que mejora la adherencia al TAR y limita la incidencia de
fracaso virologico. Los de segunda generacion, como el dolutegravir, ademas tienen una
barrera genética mas alta 142, Los tratamientos que incluyen inhibidores de la transferencia
de la cadena de la integrasa (InSTI o también llamados IINT) se han convertido en la opcion
preferida para la terapia antirretroviral de primera linea en los muchos paises 43 144 porque
no son virolégicamente inferiores o incluso superiores a otras alternativas, son bien tolerados
y a menudo se pueden recetar co-formulados con 2 ITIAN como regimenes de comprimido
anico (STR).

Los mutantes resistentes a IINT preexistentes, generados espontaneamente, podrian ser
seleccionados durante una terapia sub-6ptima con [INT @45, Sin embargo, en un estudio de
vigilancia paneuropeo representativo 4%, no se encontraron mutaciones distintivas de ellos
circulando en Europa ni mediante secuenciacién Sanger ni otras tecnologias empleadas en
sujetos que no habian recibido tratamiento ARV en 2006-2007, antes de que se comenzara

a recetar |INT.

Se han informado hallazgos similares de otras cohortes europeas ©b. Segun este estudio,
mientras la resistencia transmitida a los IINT siga siendo clinicamente despreciable, podria
no haber necesidad de realizar pruebas de resistencia a la integrasa de referencia en sujetos
no tratados con INSTI, ni por Sanger ni por NGS. Sin embargo, dicha recomendacion
deberia revisarse habitualmente de acuerdo con la vigilancia periédica de la transmision de
la resistencia a IINT.

V.2. Indicadores de desempefio de los ensayos de secuenciacion comparados
La concordancia entre las secuencias de nucleétidos obtenidas en el presente trabajo, por
Sanger y NGS, fue buena, las mayores discrepancias estuvieron relacionadas
fundamentalmente a la deteccion de variantes por NGS por debajo del umbral del método

empleado como referencia que fue Sanger, lo que ratifica el uso de la prueba de NGS en
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entornos clinicos y reafirma la utilidad. Tzou P. y col., comentaron desde el 2018 que la
mayor proporcion de ambiguedades de NGS se debe a su umbral mas bajo para detectar

variantes @7,

Otros estudios han comparado los diferentes protocolos de secuenciacion de Sanger para
detectar resistencia viral y han encontrado una tasa de concordancia del 99,9 % (146), Aleman
y col., demostraron una alta sensibilidad y especificidad del ensayo de genotipado que ha
sido empleado en la presente investigacion, para la deteccion y secuenciacion de las
multiples variantes que circulan en la epidemia cubana, lo que reafirma la calidad del ensayo
empleado, pero en un entorno diferente porque Aleman y col., utilizaron Unicamente la
secuenciacion de Sanger 19, [os valores de sensibilidad de los ensayos comparados en
esta investigacion estan por encima del 90 %, mientras que los de especificidad estan por
encima del 85 %, debido a que la prueba de referencia empleada en la comparacion fue el
método de Sanger y a que las discrepancias encontradas estuvieron en las poblaciones
virales presentes por debajo del limite de deteccion de este ensayo, (20 %). Debido a esto el

valor predictivo positivo es bajo, mientras que el negativo es alto 147,

En comparacion con la secuenciacion de Sanger, la NGS detectd significativamente mas
MDR y estimd niveles mas altos de resistencia a uno o mas ARVs (7/14 de las secuencias
de PR-TI y 2/14 de las secuencias de IN). La secuenciacién de Sanger suele detectar
variantes del VIH-1 presentes en proporciones superiores al 20 %, con un rango del 10 % al
30 %, dependiendo del contexto de nucledtidos (148-152), Por el contrario, la proporcion en la
gue la NGS puede detectar variantes depende del umbral seleccionado, aunque en los
estudios se han utilizado a menudo umbrales de deteccién tan bajos como el 1 %, muchos
de estos estudios excluyeron muestras con niveles bajos de virus en plasma (126 153-156) Dos
estudios recientes por NGS sugirieren utilizar un umbral de deteccién del 5 % para minimizar
los artefactos técnicos (157 158) E| umbral de mutaciones mas bajo, detectado en el presente
estudio fue del 3,63 %. Se detectaron cuatros virus con umbrales por debajo del 5 %, lo que

como ya se explico, no tiene relevancia clinica.

En 2020, el Grupo de Trabajo HIV Res Net de la Organizacion Mundial de la Salud reviso
103 estudios que evaluaron la prevalencia, la deteccion y/o la importancia clinica de las

MDR en adultos sin tratamiento previo con ARV @59, El impacto clinico de estas mutaciones
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en los regimenes de primera linea se describio en 42 (40,8 %) de los 103 estudios. Se
observé una asociacion significativa entre MDR previas al tratamiento y el fracaso del
tratamiento en 16 estudios, pero no se observé en los 26 estudios restantes. Ademas,
algunas personas con estos cambios aa previos al tratamiento no experimentaron un fracaso
a este, y las MDR previas al tratamiento a menudo no se seleccionaron en aquellos que

fracasaron (160,

El estudio “RSPECT” examino la resistencia general y especifica de MDR y su impacto en la
terapia antirretroviral y evaludé la discrepancia entre la secuenciacion de Sanger y seis
umbrales de NGS (1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 15 % y 20 %). Dependiendo del umbral de NGS, la
concordancia entre las dos tecnologias fue del 62 % al 88 % para cualquier MDR. Este
estudio sefiala que la buena concordancia entre las dos tecnologias de secuenciacién en
umbrales altos de NGS contintia apoyando su uso intercambiable y sugiere el valor afiadido
de la secuenciacion de nueva generacidn sobre la tecnologia existente, menos sensible,

para detectar MDR del VIH-1, potencialmente importantes®16),

Debido a su extraordinaria sensibilidad, la NGS es propensa a dos tipos de artefactos que
ocurren con poca frecuencia durante la secuenciacion de Sanger. Los errores de PCR
ocurren comunmente durante la PCR anidada, pero rara vez estan presentes en niveles lo
suficientemente altos como para ser detectados mediante la secuenciacion de Sanger (161-
164). Por el contrario, NGS detecta errores de PCR si el umbral de deteccién se establece
demasiado bajo. De hecho, si el nimero de plantillas de ADNc amplificables es bajo, debido
a una CV baja y/o extraccién de ARN, transcripcion inversa o PCR ineficientes, entonces
gran parte de la variabilidad observada en una secuencia obtenida por NGS representara un
error de PCR (162, 163, 165)  De hecho, los ensayos que utilizan la identificacion del cebador,
también conocida como Primer ID, que agrega una etiqueta Unica a cada molécula de ADNCc,
muestran que la profundidad de la NGS no conduce necesariamente a la deteccién confiable

de variantes de baja frecuencia (162 166, 167)

A pesar de que en el presente estudio se describen mas mutaciones mediadas por APOBEC
en la NGS que en el método de Sanger, ninguna de ellas estuvo ligada a cambios aa
relacionados con resistencia viral. La NGS también tiene mas probabilidades que la

secuenciacion de Sanger de detectar hipermutacion de G por A, mediada por APOBEC,
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presentes en bajas proporciones, particularmente en muestras contaminadas con ADN
proviral (168-170) Es poco probable que los virus hipermutados sean funcionales y no se ha
demostrado que contribuyan al fracaso viroldgico (*68171) Hay 13 MDR que pueden ser
causados por hipermutacion mediada por APOBEC, incluidas D30N, M461 y G73S en PR;
D67N, E138K, M184l, G190SE y M230l en RT; y E138K, G118R y G163KR en IN. Es
necesario determinar si una secuencia contiene una hipermutacion de G por A, mediada por
APOBEC, para interpretar la importancia de estas MDR. La presencia de una gran cantidad
de mutaciones muy inusuales, por encima de un umbral, sugiere que el umbral es
demasiado bajo y que algunas de las mutaciones de baja frecuencia son errores del PCR.
Del mismo modo, la presencia de un gran namero de mutaciones caracteristicas de
APOBEC, por encima de un umbral, sugiere que las MDR que pueden ser causadas por
hipermutacion mediada por APOBEC pueden no reflejar la presion de seleccion del ARV.

En las secuencias virales estudiadas, identificamos tres con evidencia de una hipermutacion
de G por A, mediada por APOBEC en PR-TI y cuatro en IN, mientras que 11 tuvieron un
namero ligeramente mayor de mutaciones inusuales en PR-TI y ocho en la IN por NGS. La
deteccion relativamente poco frecuente de mutaciones caracteristicas de APOBEC vy
mutaciones inusuales mostradas por NGS, en este estudio, es tal vez consistente con las

caracteristicas de los pacientes estudiados.

Las secuencias obtenidas mediante la metodologia de Sanger en los ensayos de
genotipado, comerciales y caseros, son editadas por profesionales con experiencia en este
trabajo, por lo que no es usual detectar deleciones, codones de parada o inserciones,
mientras que aquellas obtenidas por los ensayos de NGS son editadas por programas
bioinformaticos. Estas plataformas, ademas pueden amplificar poblaciones virales

defectivas, en las que estos errores pueden ser frecuentes (172),

Las MDR de baja frecuencia incluyen aquellas que alguna vez fueron dominantes en la
poblacién de virus de un individuo, como resultado de una resistencia transmitida o
adquirida, pero que en ausencia de presion farmacoldgica, fueron superados por variantes
mas adaptadas @5 173. 174) y aquellas que surgieron bajo presion selectiva del farmaco pero
gue no han alcanzado niveles detectables mediante la secuenciacion de Sanger (168. 175 Enp

el presente estudio las muestras fueron obtenidas de individuos recién diagnosticados con
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un numero mayor de MDR Unicas detectadas mediante NGS que por Sanger, consistente

con la explicacién anterior.

La evidencia mas solida de la importancia clinica de las MDR de baja frecuencia ha sido
para los antagonistas del correceptor CXCR5 y los ITINAN (76 Un metandlisis y dos
estudios posteriores de casos y controles y de cohorte demuestran que las MDR a los
ITINAN, de baja frecuencia, se asocian con un mayor riesgo de fracaso virolégico en un
régimen de primera linea de tratamiento que contiene ITINAN (126, 134, 177) E| estudio de
cohorte mostr6 un mayor riesgo de fracaso virologico asociado con variantes de baja
frecuencia presentes en niveles superiores al 5 %, pero no en niveles inferiores 7", No se
ha demostrado que las MDR secundarias de baja frecuencia asociadas a IP reduzcan la
respuesta a un régimen de primera linea que contenga ATV potenciado con ritonavir o DRV

potenciado con ritonavir (178),

Las MDR de baja frecuencia se han asociado con un mayor riesgo de fracaso viroldgico en
un estudio retrospectivo de terapia de rescate (133 y en otro estudio igualmente demostraron
una tendencia hacia un mayor fracaso virolégico donde se usé como terapia de rescate la
potente combinacién de darunavir potenciado con ritonavir, raltegravir y etravirina 479, Las
MDR de baja frecuencia también parecen tener mas probabilidades de ser clinicamente
significativas en pacientes con un historial de tratamiento compatible con la MDR,
posiblemente porque en este contexto es menos probable que las MDR de baja frecuencia

sean artefactos y méas probabilidades de estar relacionadas con mutaciones compensatorias
(156, 180, 181)

Ademas, Vela Diagnostics afirmé la deteccion efectiva de variantes con una frecuencia del 5
% para muestras con una carga viral >1000 copias/mL, de manera similar a otras

tecnologias de NGS explotadas con fines de investigacion (157

La plataforma comercializada por Vela Diagnostics apunta a una importante automatizacion
en varios pasos practicos y procedimientos de extraccion de datos para proporcionar los
resultados de las pruebas de genotipado y resistencia del VIH. El nivel de automatizacion de
la extraccion, amplificacion y creacion de bibliotecas de plantillas del ARN del VIH sigue
creciendo, de modo que el paso de PCR en emulsion del ensayo original ahora ha sido

reemplazado por una fase de PCR isotérmica mas eficiente. Ademas, el paso de carga
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manual del chip se ha integrado en un instrumento robético de manipulacién de liquidos que
también dispensa reactivos de PCR. También se montd una camara en el nuevo instrumento
Sentosa® SX101. Todos estos ajustes apuntan a reducir la variabilidad, que de otro modo
seria dificil de controlar en un flujo de trabajo complejo, que involucra varios pasos practicos
y tareas instrumentales. Asi, el logro de un importante nivel de automatizacion jugara un
papel clave en la difusion de la plataforma Vela Diagnostics NGS en los laboratorios locales.
Hoy en dia, este sistema semiautomatico ha sido certificado para su uso en el diagnéstico en
varios paises: EE. UU, Europa, Australia, Tailandia y Japoén.

Es esencial optimizar y estandarizar la extraccion de datos y las operaciones de informes
automaticos para lograr conclusiones clinicas significativas. Las actualizaciones de
algoritmos (es decir, la ultima versiébn de VIHdb) deben implementarse en todos los
servidores de Sentosa® SQ Reporter; de lo contrario, habra riesgo de sesgo entre los
resultados de los analisis basados en versiones de bases de datos mas antiguas y aquellos
basados en las mas actualizadas. Sin embargo, estas ventajas no deberian llevar a la idea
de que los informes automéaticos obtenidos podrian entregarse directamente a los médicos
de asistencia, sin la interpretacion cuidadosa de un operador capacitado. De hecho, los
informes automatizados conllevan el riesgo de sacar conclusiones completamente
engafosas a partir de artefactos técnicos; por lo tanto, se recomienda encarecidamente
inspeccionar de forma cuidadosa las variantes de baja frecuencia (menos del 5 %), asi como
las asociadas con mutaciones APOBEC, para distinguir entre artefactos del PCR vy
mutaciones reales. El historial de tratamiento del paciente siempre debe utilizarse para
respaldar la aparicion razonable de resistencia a los medicamentos bajo la presion del
tratamiento. El ensayo de genotipado del VIH Sentosa® SQ evaluado tiene las ventajas de
reducir el tiempo de practica y los riesgos infecciosos para los operadores, al tiempo que
proporciona resultados clinicos utiles. Con optimizaciones esenciales adicionales, el sistema
NGS de Vela Diagnostics hara una contribucion sustancial en la lucha mundial contra la

propagacion de la resistencia a los medicamentos contra el VIH.
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V.3. Subtipos virales

El estudio de subtipos y formas recombinantes es de gran importancia ya que permite
conocer la distribucion global de las variantes genéticas del VIH y el impacto de la diversidad
del VIH en la patogénesis, la transmision y el manejo clinico ©9). La variabilidad genética
puede influir en el rendimiento de las pruebas de determinacion de la CV y de la resistencia
a los ARVs (182 | a distribucién de subtipos y formas recombinantes del VIH-1 ha cambiado
en el tiempo a nivel global, regional y de pais; impactando en la epidemiologia y control del
VIH-1 64,

Los subtipos mas frecuentes detectados en el presente estudio, en PR-TI fueron las formas
Unicas recombinantes, seguidas por la CRF_BGs, la CRF19 cpx, el subtipo B, la
CRF18 cpx y el subtipo C; mientras que en la INT viral los subtipos mas frecuentes
detectados fueron las formas recombinantes circulante BGs y subtipo B, seguida por la
CRF18 cpx, CRF19 cpxy URF y por ultimo el subtipo C.

En el mundo, los subtipos A y D se han descrito de forma estable en el tiempo, o0 sea la
frecuencia de ambos subtipos no ha sufrido variaciones significativas de un afo al siguiente
64, El subtipo A se ha detectado con mayor prevalencia en el Este de Africa y Rusia,
mientras que los mayores valores del subtipo D se han encontrado en Africa, llegando a

superar el 40 % (183),

El subtipo C se ha reportado con valores de frecuencia superiores a 90 % en el Sur de
Africa, India y en el sur de Brasil 184, El subtipo G se halla en mayores porcentajes (33,1 %)
en el Este de Africa. Por su parte, el subtipo F es caracteristico de Africa Central y América
Latina, aungue con valores menores que el resto de los subtipos, oscilando desde 3,4 hasta
7,8 %, asi como el subtipo H que circula con porcentajes de 3,2 hasta 9,1 % en el centro de
Africa y en menor medida en el Caribe, Europa y Asia ©3. En el presente estudio, solo se
detecto el subtipo C en un 3,6 % y no se encontraron el resto de los subtipos puros que en
otros estudios se han detectado, lo que denota su escasa circulacion en Cuba. Lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos por Pérez y colaboradores y Machado y

colaboradores (2. 71),

El subtipo B del VIH-1 se reconoce como el mas prevalente en la region de las Américas,

Europa y Oceania (183, Comparando los valores de frecuencia del este subtipo con lo
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reportado en el continente americano, es evidente su menor circulacion en Cuba. Estudios
realizados en Estados Unidos entre los afios 2017 y 2019 evidencian una elevada frecuencia
de aparicion del subtipo B con cifras de 93,3 % (8% y 93,6 %, respectivamente (18 Por su
parte, la regidbn de América Latina exhibe resultados similares, por ejemplo, en Panama se
detecta el subtipo B en 98,9 % (187, Brasil con 72 % (188, México en valores de 98,6 % (189 y
Bolivia con un 72,5 % (°9), E| continente europeo muestra también elevadas frecuencias de
circulacion del subtipo B del VIH-1, como se verifica en un estudio multicéntrico que incluye
a ocho paises europeos Yy la frecuencia de aparicion del subtipo B es de 74 % (191,

Es interesante la menor circulacion del subtipo B en Cuba, en comparacion con paises
vecinos y del continente europeo, asi como la gradual disminucion de dicho subtipo en Cuba
a través de los afios. Esto dltimo se verificd en estudios cubanos realizados en varios
periodos, por ejemplo, un estudio realizado en 1999 identificé un 48 % del subtipo B (@, en
2003 se obtuvo un 41,2 % 12, en el periodo 2009 a 2014 la frecuencia de este subtipo fue

de 30,9 %, mientras que en el presente estudio es la mitad de esa cifra (14,3 %).

Al analizar las formas genéticas no-B, en el presente estudio, se verificd la superioridad de
este grupo sobre el subtipo B en los fragmentos secuenciados, y en particular las URFs en

PR-TI se mostraron como las mas frecuentes.

El incremento en la circulacion de las CRFs y URFs ha sido notorio en los ultimos afios a
nivel mundial 63 183 Se han identificado recombinantes especificos por regiones, tal es la
CRFO01_AE con una elevada frecuencia en el continente asiatico 1°2 1%9) y |a CRF02_AG en
el este de Africa 194 199, En el caso de las CRFO7_BC, CRF08_BC y CRF35 AB se han
identificado en China e Irdn con baja periodicidad 196-198) Un estudio en China donde se
analizé la prevalencia y la distribucion geografica del VIH-1 en HSH, determind la
CRF01_AE como el subtipo mas prevalente con 57,36 % (19%.200) En Espafia, la prevalencia
de los recombinantes BF era baja, sin embargo, comenzé a incrementarse en HSH (60 183,
201) En dicho pais, en Madrid comenzé un brote de CRF02_AG, recombinante que coincide
con el méas prevalente en el Este de Africa y que se extendié a otras regiones de Esparia
donde se reportaron frecuencias de circulacion cercanas al 52 %, lo cual se atribuy6 a la
transmision en grupos de riesgo como los HSH @92, Otro estudio en Camerun revel6 que la

frecuencia de circulacién del CRF02_AG es de 74,1 % (203),
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En Cuba las formas recombinantes circulantes mas frecuentes son CRFs_BG, CRF19 cpxy
CRF18 cpx ©@®. La frecuencia de circulacion de las formas recombinantes se ha
incrementado en los ultimos afios, tal y como ocurrio a nivel mundial. En el 2006 se confirmo
la elevada diversidad genética del VIH-1, la frecuente recombinacion y la reciente expansion
del recombinante BG en el pais. Las frecuencias de recombinantes fueron 18,4 %, 11,6 %,
7,1 % de CRF19 cpx, CRFs_BG y CRF18_cpx, respectivamente 2. Otro estudio realizado
por Pérez y colaboradores en el 2013 encontré frecuencias con valores que oscilan entre
19,5 % para las CRF_BG, 18 % para las CRF19_cpx y 10,3 % para las CRF18_cpx %4, En
el periodo 2009-2014 los valores de frecuencias oscilaron entre 9,8 % para la CRF18_cpx,
18,3 % para la CRF19 cpx y 22 % para las CRFs_BG @®, Las frecuencias de los
recombinantes circulantes en el presente estudio se mantuvieron en el rango de las

descritas en estudios anteriores realizados en Cuba.

Los resultados antes descritos ratifican la considerable diversidad genética del VIH-1 en
Cuba, lo que se atribuye al origen de la epidemia cubana de VIH a partir de pacientes

infectados en Africa Central, durante la década del 70-80 (8. 10.12)

Se plantea que la expansion de las diferentes formas recombinantes en las epidemias del
VIH-1 en el mundo puede ocurrir por la adecuacion evolutiva de los recombinantes con
respecto a los subtipos puros % 206) g por las conductas sexuales %2, En Cuba también se
penso en la posibilidad de una mayor adecuacion evolutiva dada por una mayor capacidad
replicativa y eficiencia de transmision de las CRF_BG (20, 23, 24) 2, En el afio 2015, Kouri
y colaboradores informaron que la forma recombinante CRF19 cpx presenta una alta
adecuacion evolutiva y se asocia con una progresion rapida a sida en pacientes cubanos 9,
Este resultado confirma la importancia de la vigilancia de la variabilidad genética del VIH-1
en Cuba.

Néjera 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 multiples subtipos y CRFs, asi como la posibilidad de
generar nuevas formas genéticas en aquellas poblaciones donde esto ocurre 3%, Este
fendmeno coincide con lo observado en la epidemia cubana de VIH, donde circulan gran
cantidad de variantes genéticas, por lo que es de esperar el incremento de las URF en

Cuba. Este resultado ademas advierte sobre la importancia de secuenciar mas de un gen del
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VIH para obtener resultados mas precisos al realizar estudios de epidemiologia molecular en
el pais.

Las URF son recombinantes Unicos sin evidencia de transmision posterior. La proporcion de
estos recombinantes ha aumentado con el tiempo, tanto a nivel mundial como en la mayoria
de las regiones, y ahora constituyen casi una cuarta parte de todas las infecciones por VIH-1
a nivel mundial 9. Ademas de aumentar la complejidad genética de la pandemia del VIH, la
recombinacion puede conferir ventaja evolutiva, lo que lleva a una transmision y/o virulencia
alteradas (297-209),

Se vuelve a observar en el presente estudio que el virus CRF18 cpx fue el mas
representado formando parte de las URF (6/10, 60,3 %). Las URFs mas frecuente fueron la
combinacion de CRF18_cpx/CRF19 cpx y CRF18 cpx/B (3 de cada una). Estos resultados
concuerdan con lo publicado por Machado y colaboradores, los que encontraron que la URF
CRF18 cpx/CRF19 cpx fue la méas frecuente en pacientes recién diagnosticados con VIH
entre los afios 2013 y 2014 (210),

El aumento de las formas recombinantes tiene un gran impacto en Cuba y a nivel mundial,
ya que puede influir en el diagnostico preciso de VIH, en el desarrollo de candidatos

vacunales, en la diversidad genética, en la evolucion y en la resistencia ARV.
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VI. CONCLUSIONES

v Es la primera evaluacion clinica del ensayo de genotipado del VIH Sentosa SQ en el
pais. EI NGS parece ser una herramienta prometedora para la deteccién y

cuantificacion de DRM en pacientes infectados con VIH-1.

v El andlisis revela mutaciones especificas detectadas exclusivamente por Vela NGS,
en la region que codifica para la PR-RT e INT, lo que destaca su eficacia en la
identificacion de diversas mutaciones criticas para la seleccion del tratamiento y el

manejo del paciente.

v' Las medias en los niveles de resistencia a cada farmaco no se vieron afectados por
las diferencias en las mutaciones Uunicas detectadas por cada método de

secuenciacion estudiado.

v' Se confirma la diversidad genética del VIH-1 en Cuba, con expansioén significativa

de las formas Unicas recombinantes.

v’ Estos hallazgos subrayan la utilidad clinica del sistema Vela NGS para avanzar en la
atencion del VIH, ofreciendo una sensibilidad de deteccion mejorada y un flujo de

trabajo optimizado para mejorar los resultados del paciente
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VIl. RECOMENDACIONES

v Realizar un estudio similar con mayor nimero de muestras y en pacientes tratados.

v' Realizar secuenciacién de genoma completo con vistas a detectar nuevas formas
recombinantes circulantes.

v' Optimizar y estandarizar la extraccion de datos y las operaciones de informes
automaticos para lograr conclusiones clinicas significativas. Deben implementarse
las actualizaciones de algoritmos en todos los servidores de Sentosa® SQ Reporter.
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