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RESUMEN

Introduccion: En Cuba, la epidemia por VIH-1 se caracteriza por una elevada
diversidad genética, con predominio de formas recombinantes. El gen gag codifica las
proteinas estructurales del virus y las mutaciones en dicho gen se asocian con
resistencia a los inhibidores de la proteasa viral (IP). Objetivo: Caracterizar
genéticamente la regién que codifica para la proteina Gag de las variantes virales
cubanas del VIH-1 en pacientes con y sin resistencia a los IP. Materiales y métodos:
Se realizd un estudio analitico retrospectivo entre 2017-2024 con 88 muestras de
plasma de pacientes (38 tratados y 50 no tratados). Se extrajo ARN viral, se amplificd
mediante RT-PCR y PCR anidada la regiébn gag. Los virus amplificados se
secuenciaron por el método de Sanger. Las secuencias se editaron manualmente, se
subtiparon utilizando bases de datos especializadas y se realizaron analisis
filogenéticos y estadisticos. Resultados: La poblacion estudiada reflejo la epidemia
cubana, con predominio de hombres que tienen sexo con hombres (87,8%) y un 75%
clasificado como sida. Se identificé alta diversidad genética, con predominio de formas
recombinantes (CRF_BG 31,8%, CRF19_cpx 25%, CRF18_cpx 3,4%) y un 12,4% de
formas recombinantes Unicas. La proteina p24 fue la mas conservada. Se detectaron
mutaciones en gag previamente asociadas a resistencia a IP, pero su frecuencia no
mostré un patrén claramente asociado a la presién farmacolégica. Los analisis de
asociacion (Coeficiente V de Cramer) revelaron correlaciones moderadas (0,1-0,3)
entre mutaciones especificas en gag y mutaciones de resistencia en la proteasa viral.
Conclusiones: Las mutaciones en el gen gag tienen implicaciones en el fracaso
virolégico a los IP, pero los cambios observados con mayor frecuencia en pacientes
no tratados parecen estar mas relacionados con la variabilidad natural y los
polimorfismos de las formas recombinantes circulantes en el pais, que con la presion
selectiva directa de los farmacos.

Palabras clave: VIH-1, gen gag, inhibidores de la proteasa, mutaciones, variantes
genéticas, Cuba.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

aa: Aminoéacidos

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario

ARN: Acido ribonucleico

ARV: Antirretroviral

CD4: Grupo de diferenciacion celular (del inglés, cell cluster of differentiation)
CRFs: Formas recombinantes circulantes (del inglés, circulating recombinant forms)
CV: Carga viral

dNTP: Desoxirribonucleotidos trifosfatados

FRs: Formas recombinantes

Gag: Poliproteina precursora de las proteinas estructurales del VIH

gag: gen que codifica para las proteinas derivadas de Gap

HSH: Hombres que tienen sexo con otros hombres

IN: Integrasa

[IN: Inhibidores de la integrasa

IP: Inhibidores de la proteasa

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversas no analogos de nucledsidos

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

LT: Linfocito T

MINSAP: Ministerio de Salud Publica

MVC: Maraviroc

ORF: Marcos abiertos de lectura (del inglés, open reading frames)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)
pol: gen que codifica para las proteinas derivadas de Gap-Pol

PR: Proteasa viral

RT-PCR: Reverso transcripcién-Reaccion en cadena de la polimerasa

Sida: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SIV: Virus de inmunodeficiencia de los simios (del inglés, simian immunodeficiency
virus)

SIVcpz: Virus de inmunodeficiencia de los simios de chimpancés (del inglés,
chimpanzee Lentivirus simian immunodeficiency virus)

TI: Transcriptasa inversa

TARVAE: Terapia antirretroviral de alta eficacia

URFs: Formas recombinantes unicas (del inglés, unique recombinant forms)

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VIH-1: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

VIH-2: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2
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I. INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia Retroviridae,
subfamilia Lentivirinae, género Lentivirus. La enfermedad producida por este virus, el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (sida), se describié por primera vez en Los
Angeles, EE. UU., en el afio 1981 por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC), aunque el VIH se identificd en 1983 como agente causal de esta
enfermedad (1). Durante el 2023 ocurrieron 1,3 millones de nuevas infecciones y 630
000 personas fallecieron a causa de enfermedades relacionadas con el sida en todo el
mundo (2).

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

en Europa y América (3).

La infeccion por VIH-1 se caracteriza por un deterioro progresivo del sistema
inmunolégico como consecuencia de un descenso paulatino en el nivel de linfocitos T
(LT) CDA4+, principal diana del virus (4).

El VIH-1 es altamente variable y se han identificado cuatro grupos: 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) (5). Sin embargo, son los virus del
grupo M, los que, por su amplia diseminacién mundial, se han convertido en los
responsables de la actual pandemia. Estos se dividen en nueve subtipos genéticos (A
al D; F al H; Jy K) (6, 7) y en multiples formas recombinantes (FRS) que a su vez se
clasifican en FRs circulantes (CRFs del inglés, circulating recombinant forms) y FRs
anicas (URFs del inglés unigue recombinant forms) (8, 9), algunas de las cuales poseen
una distribucion geogréfica especifica (6, 7). Hasta el momento se describen al menos
180 CRFs y numerosas URFs para el grupo M del VIH-1, que representan casi el 20 %
de todas las infecciones por VIH (10).

El altamente estructurado acido ribonucleico (ARN) del VIH-1 posee nueve marcos de
lectura abiertos (ORF, del inglés open-reading frames). Los tres principales ORF, gag,
pol y env, codifican para las poliproteinas precursoras de proteinas estructurales

(matriz, capside, nucleocapside y p6), enzimas (proteasa, reverso transcriptasa e



integrasa) y proteinas de la envoltura (glicoproteinas gp 120 y gp 41), respectivamente.
Los remanentes seis ORF codifican proteinas virales regulatorias (proteina
transactivadora de la transcripcion (tat) y regulador de la expresion de proteinas virales
(Rev)) o accesorias (factor negativo (Nef), proteina viral R (Vpr), proteina viral U (Vpu)
y factor de infectividad del virion (Vif) (10).

El gen pol de VIH es el mas conservado dentro del genoma viral y codifica para las
proteinas virales con funciéon enzimatica [transcriptasa inversa (Tl), proteasa (PR) e
integrasa (IN)], las que constituyen el blanco de la mayoria de los medicamentos
antirretrovirales (ARV) descritos hasta la fecha: inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledsidos y nucleétidos (ITIAN) y no analogos (ITINAN), inhibidores de
proteasas (IP) e inhibidores de integrasa (lIN) (11, 12).

Estos regimenes han demostrado ser muy eficaces, prolongando la esperanza de vida
y frenando la propagacion de la epidemia del sida. Los pacientes que reciben terapia
antirretroviral combinada a menudo muestran poca o ninguna evidencia clinica de
infeccion viral; sin embargo, el tratamiento no es cura. Aunque en la mayoria de los
pacientes tratados el virus solo se puede detectar con métodos altamente sensibles, las
cargas virales se recuperaran rapidamente si se interrumpe el tratamiento. Si el régimen
de dosificacion no se sigue diligentemente, la inhibicién subdptima de la replicacion
puede conducir a la aparicion de resistencia viral, comprometiendo la eficacia de la
terapia. Incluso, cuando el régimen se sigue rigurosamente, los efectos secundarios de
la terapia a largo plazo reducen la expectativa de vida de los pacientes infectados por
VIH-1 en relacion con individuos no infectados de la misma edad. En consecuencia, se
mantiene la necesidad de nuevos medicamentos (por ejemplo, toxicidad reducida y
regimenes de dosificacibn mas convenientes) y nuevas dianas en el ciclo de replicacion
viral (13).

El potencial terapéutico de Gag (Poliproteina precursora de las proteinas estructurales)
como diana antiviral se ilustra por la eficacia de los IP, que evitan que la proteasa viral
(PR) escinda a la poliproteina Gag en sus productos maduros, blogueando asi la
maduracién del virion. La maduracién es necesaria para la infectividad del VIH-1 y
puede influir en la funcién de otros componentes virales. Por ejemplo, env es menos

fusogénica en particulas inmaduras que en particulas maduras (13).



El gen gag codifica para la poliproteina Gag, de la que se derivan las principales
proteinas estructurales del VIH-1 (p17: proteina de matriz, p24: proteina de la cpside,
p9: proteina de la nucleocapside y p6: proteina que interactla con proteinas virales y
celulares) y constituye el 50 % de la masa de la particula viral. Segun lo reportado por
Van Laethem y colaboradores en el 2014 (14), hay mutaciones asociadas con la
resistencia a los inhibidores de la proteasa que estéan localizadas en los sitios de corte

del gen gag, las que usualmente no se estudian (15, 16).

La proteasa del VIH-1 (PR) escinde las poliproteinas Gag y Gag-Pol durante la
maduracion del virus. Las mutaciones de gag que involucran sitios de escision (CS), en
particular p7/p1, p1/p6, se han asociado con la resistencia a farmacos o la recuperacion
de la capacidad replicativa, tanto en ausencia como en presencia de mutaciones
asociadas con la resistencia a farmacos contra la PR. También se han documentado
polimorfismos en estas posiciones, asi como en el CS p24/p2 y p2/p7 en pacientes sin

tratamiento previo con farmacos (17).

Los primeros casos de VIH, en Cuba, se diagnosticaron en el afio 1986. Segun datos
de la Vice Direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica (MINSAP), hasta
el mes de enero de 2024 se han reportado 41 105 personas infectadas con VIH y 35
879 viviendo con VIH. El sexo masculino es el mas afectado y representa el 80 % del
total de casos de la epidemia. Los hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH)
representan el 70 % del total de casos diagnosticados y el 87 % entre los del sexo
masculino. El 80,6 % de las personas viviendo con VIH estan en tratamiento. Las
edades de mayor incidencia corresponden a grupos entre los 24 y 49 afios, segun datos
del Programa Nacional de Prevencién y Control de las Infecciones de Transmision
Sexual VIH/sida del Ministerio de Salud Publica de Cuba (18).

Se conoce que la epidemia de VIH-1 en Cuba es atipica, comparada con el resto de las
regiones de Ameérica y el Caribe donde predomina el subtipo B. Esta se caracteriza por
una elevada diversidad de variantes genéticas del VIH-1, incluyendo un alto porcentaje

de formas recombinantes, tanto circulantes como Unicas (8).

Desde el afio 2019 Cuba introdujo un nuevo grupo farmacoldgico en la terapia de
primera linea, los inhibidores de la integrasa (IIN) y por ello el uso de los inhibidores de
la proteasa se ha visto relegado a terapias de segunda linea o de rescate. Sin embargo,



antes de esta fecha el Laboratorio de Infecciones de Transmision Sexual (ITS) informo
una disminucion en el porcentaje de resistencia a los IP, desde un 44 % en el 2009 a
un 4,9 % en el 2023. Tenido en cuenta que el laboratorio de ITS cuenta con muestras
de pacientes con y sin resistencia demostrada a este grupo de farmacos y que en
investigaciones precedentes en Cuba se ha estudiado la variabilidad genética de otras
regiones del VIH-1, se hace necesario estudiar a profundidad las mutaciones en el gen
gag que pudieran tener un importante papel en la patogenia, capacidad replicativa viral

y progresion de la enfermedad.

Por lo tanto, el problema de investigacion estara encaminado a responder la siguiente
pregunta: ¢Existen cambios en la regién que codifica para la proteina Gag relacionados
con resistencia a los IP, y difieren estos entre las variantes genéticas que circulan en la

epidemia cubana?

[.2. Objetivos

[.2.1. Objetivo general

Caracterizar genéticamente la region que codifica para la proteina Gag de las variantes
virales cubanas del VIH-1 en pacientes con y sin resistencia a los inhibidores de la

proteasa.

[.2.2. Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas virologicas, clinicas y epidemioldgicas de la poblacién de

estudio.
2. ldentificar las variantes del VIH-1 en el gen gag para los grupos de estudio.

3. Caracterizar las mutaciones del VIH-1 presentes en el gen gag relacionadas con

resistencia a los IP entre las variantes genéticas que circulan en la epidemia cubana.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

[I.1. Origen del VIH-1y el VIH-2

El VIH y el virus de inmunodeficiencia de los simios (VIS) son miembros del género
Lentivirus. El VIS se ha aislado de mas de veinte especies de primates africanos (19).
El VIH-1 estd mas estrechamente relacionado con el virus de la inmunodeficiencia de
los chimpancés (SIVcpz, del inglés, chimpanzee Lentivirus simian immunodeficiency
virus), el cual infecta, fundamentalmente, algunas sub-especies de chimpancé (Pan
troglodytes troglodytes y Pan troglodytes schweinfurthii) que habitan en Africa
ecuatorial oeste y central, respectivamente) (19). El VIH-2 esta mas estrechamente
relacionado con el virus de inmunodeficiencia de los simios mangabey tiznados
(VISsmm) (19, 20), el cual se encuentra en una alta prevalencia en dichos monos
(Cercocebus atys). Se piensa que el VIH-1 se originé cuando el SIVcpz pasoé de los
chimpancés al hombre. Se propone que los chimpancés infectados fueron cazados y
consumidos, la sangre ingresé en las laceraciones o heridas del cazador y luego la
cepa del SIVcpz se adapté a los humanos, transformandose en VIH-1 (21, 22).

I1.2. Historia

A finales de la década del 70 e inicios de los 80s, se reportaron en Estados Unidos y
Europa, casos de individuos previamente saludables que mostraban sintomas de
disfuncion inmunolégica. El nuevo e inusual sindrome fue caracterizado por
linfadenopatia generalizada, infecciones oportunistas (tipicamente neumonia por
Pneumocystis carinii, retinitis asociada con citomegalovirus y meningitis
criptococdccica) y una variedad inusual de canceres (linfoma no Hodgkin y sarcoma
de Kaposi). Como hallazgo de laboratorio se observaba que todos estos individuos
mostraban una marcada deplecién del grupo de diferenciacién celular de linfocitos
TCD4* (del inglés, cell cluster of differentiation) en sangre periférica (23). La comunidad
médica fue la primera en prestarle atencion a esta enfermedad en junio de 1981
cuando el Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta (CDC, del inglés,
Centers for Diseases Control and Prevention) reportd la existencia en California de
cinco hombres con una inmunodeficiencia severa en el Morbidity and Mortality Weekly
Report (23). Esta notificacion fue seguida por numerosos reportes que describian a
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homosexuales y usuarios de drogas intravenosas con afecciones del sistema inmune
caracterizadas por la pobre respuesta de los linfocitos T ante la presencia de un
antigeno o la estimulacion con mitdégenos en ensayos funcionales. Pocos meses
después se observé que un sindrome de inmunodeficiencia similar estaba afectando
también a otros grupos, incluyendo hemofilicos, receptores de transfusiones de
sangre, inmigrantes haitianos con poco tiempo en el pais y mas significativamente

parejas sexuales o nifios, miembros de los diferentes grupos de riesgo (23).

El patron epidemioldgico que estaba emergiendo sugeria que la nueva enfermedad
era producida por un nuevo patdgeno que se transmitia a través de la sangre o por
contacto sexual con un individuo previamente infectado. Entre finales de 1981 y
principios de 1983, se sugiri6 una variedad de microorganismos como posibles
agentes causales del sida, como fue llamada posteriormente esta enfermedad (23). En
la primavera de 1983, Montagnier y sus colegas del Instituto Pasteur en Paris,
reportaron el aislamiento de un agente, aislado de los nédulos linfaticos de un individuo
asintomatico, el cual presentaba una linfadenopatia de origen desconocido. Durante la
replicacion en cultivos celulares, el virus asociado a linfadenopatia (LAV, del inglés,
lymphadenopathy associated virus), se relacioné con altos titulos de progenie viral,
que contenia actividad reverso transcriptasa dependiente de magnesio (Mg) y por
microscopia electrénica se observaron caracteristicas tipicas de los retrovirus. Sin
embargo, a diferencia de los retrovirus comunmente estudiados, como el virus de la
leucosis aviar (ALVs, del inglés, avian leukosis virus) y los virus de la leucemia murina
y felina (MLVs y FelLVs, del inglés, murine and feline leukemia viruses), LAV fue
altamente citopatico en células mononucleares de sangre periférica (CMSP),
especificamente destruyendo linfocitos TCD4+ en cultivos celulares (23). Gallo y sus
colegas del Instituto Nacional de Salud en Waterbury, Connecticut, en Estados Unidos,
reportaron el aislamiento de un retrovirus, de un paciente sida, el cual fue denominado
virus linfotropico de las células T humanas tipo Il (HTLV-III, del inglés, human T-cell
leukemia virus type Ill) y se obtuvo la primera evidencia serolédgica que relacionaba al
LAV con la inmunodeficiencia que mostraban los individuos de los grupos de riesgo
(23). Se determind que los virus identificados por ambos grupos de investigadores eran
similares. El nuevo retrovirus, relacionado con el sida en los Estados Unidos, Europa

y Africa Central y que exhibia caracteristicas morfolégicas y genéticas tipicas del



género Lentivirus, fue nombrado VIH-1 (23). En 1986 un retrovirus relacionado, pero
inmunolégicamente diferente a VIH-1, fue recobrado de individuos que residian en
varios paises del oeste africano, como Senegal, Costa de Marfil y Guinea Bissau, dicho
virus fue nombrado VIH-2 (23).

I1.3. Clasificacion

El VIH pertenece a la familia Retroviridae que son un grupo extenso y diverso de virus
encontrados en todos los vertebrados. Estos virus tienen la capacidad de replicarse a
través de un extraordinario y unico ciclo de vida que los diferencia de otros virus. Su
genoma estd compuesto por ARN de simple cadena. Los retrovirus fueron
originalmente clasificados teniendo en cuenta la morfologia de la capside. Las
particulas virales son esféricas y estan rodeadas por una envoltura que consiste en
una membrana lipidica, compuesta de proyecciones de glicoproteinas. La forma y la
posicion de la nucleocapside han sido histéricamente usadas como mayor criterio de
clasificacion de los géneros. Los tipos de particulas son cuatro (A, B, Cy D) (24) y se
considera que el VIH se acerca mas a las particulas del tipo C, que se caracterizan por
ensamblar la capside a nivel de la membrana citoplasmatica, pero difieren de otros

virus de este mismo tipo en el aspecto tubular de dicha capside (25).

Esta vieja clasificacion fue utilizada en definiciones parciales de varios géneros de la
familia Retroviridae, pero el nUmero de géneros ha sido nuevamente expandido sobre
la base de nuevos criterios. Los géneros han recibido nuevos nombres y han sido
formalizados por el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus, clasificandolos
en retrovirus simples y complejos. Dentro de los retrovirus simples se encuentran, los
alfaretrovirus, betaretrovirus y gammaretrovirus, que codifican solo para los productos
de los genes estructurales gag, pol y env, mientras que los deltaretrovirus,
epsilonretrovirus, lentivirus y espumavirus son considerados complejos y codifican
para los productos de estos mismos genes y para un pequefio grupo de genes

regulatorios con un amplio rango de funciones (24).

El VIH pertenece a la subfamilia Lentivirinae que proviene del latin lentus que significa
lento. Estos virus se mantienen latentes y contindan replicAndose muchos afios antes

de aparecer signos de la enfermedad (26).



I1.4. Estructura del viridon

El VIH se caracteriza por poseer la enzima transcriptasa inversa, capaz de sintetizar
acido desoxirribonucleico (ADN) a partir del ARN viral. Es un virion envuelto que posee
una estructura esférica, con un diametro aproximado entre 100 y 120 nanémetros (nm),

dentro de la cual se pueden diferenciar tres capas:

Capa externa o envoltura: formada por una membrana lipidica, donde se insertan las
glicoproteinas gp 120 (glicoproteina de superficie) y gp 41 (glicoproteina de
transmembrana) y proteinas derivadas de la célula huésped, entre las que se
encuentran la R-2 microglobulina y las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | y Il (MHC | y II, del inglés, major histocompatibility

complex) (Figura 1).
Céapside icosaédrica: formada por la proteina p24.

Capa interna o nucleoide: Contiene las proteinas p24, p7 y p6 que empaquetan dos
moléculas de ARN gendmico, ademas de las enzimas (PR, p11), Tl (p66 y p51) e

integrasa (IN, p32).
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Figura 1. Estructura de la particula del VIH-1. Fuente: (27).



[1.5. Estructura del genoma

El genoma de VIH es de aproximadamente 9,2 kb de longitud y la organizacion bésica
de acidos nucleicos en la misma tiene las caracteristicas de todos los retrovirus

conocidos (Figura 2).
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Figura 2. Organizacion del genoma de VIH-1. Fuente: (28)

El genoma viral codifica para nueve genes: estructurales (gag, pol y env), reguladores
(tat, rev) y accesorios (vif, vpr, vpu, nef), cuyos productos son encargados de la
replicacion viral y la evasion de la respuesta inmune del hospedero. El gen del antigeno
especifico de grupo (gag) codifica el precursor de la poliproteina Gag (Pr55Gag: Gag),
mientras que el precursor de la poliproteina Gag-Pol se expresa mediante el cambio
de marco ribosdmico entre los genes gag y pol. Finalmente, el gen env codifica las
glicoproteinas de la envoltura viral (Figura 2). Todas estas proteinas orquestan el ciclo
celular viral del VIH-1, lo que provoca redundancia en las células huéspedes

infectadas, principalmente en los linfocitos T CD4+.

Las secuencias terminales largas repetidas (terminal larga repetida: LTR, (del inglés,
long terminal repeat) que se encuentran en los extremos 5" y 3°, son las encargadas
de regular la expresion de los genes virales, de la integracion del genoma viral al
genoma del hospedero y de la replicacion viral. EI gen gag codifica para las proteinas
estructurales: nucleoproteina, proteina de la capside y proteina de matriz. El gen env

codifica para las glicoproteinas de la envoltura gp 120 y gp 41, las cuales estan unidas
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entre si por un enlace no covalente. El gen pol codifica para las enzimas Tl, PR, e IN,

las cuales son necesarias para la replicacion viral, (29).
[1.6. Ciclo replicativo de VIH-1

Ciclo replicativo del VIH-1. Los viriones maduros se unen a la superficie de una célula
diana mediante la interaccion entre las subunidades gp 120 de los trimeros virales de
Envy el CD4 y correceptor del huésped (CCR5 o CXCR4). Las subunidades gp 41 de
Env desencadenan la fusién de las membranas viral y celular del huésped, y la capside
entra al citosol. La transcripcion inversa se produce a medida que la capside se
desplaza hacia la envoltura nuclear, donde se importa al nicleo en un estado casi
intacto. La transcripcion inversa se completa en el nicleo, seguida de la desproteccion
de la capside y la integracion del ADN viral en el genoma del huésped. La transcripcion
del ADN proviral conduce a la expresion de las proteinas del VIH-1, incluyendo las
poliproteinas Gag y Gag-Pol. Estas proteinas estructurales se dirigen a la lamina
interna de la membrana plasmatica, donde forman subunidades hexaméricas que se
ensamblan en una red curva asociada a la membrana. Los dimeros de ARN gendmico
viral se reclutan en estos sitios de ensamblaje y los trimeros de Env se incorporan a
las particulas en gemacion. La escision de la membrana y la liberacion de particulas
se facilitan mediante el reclutamiento de los complejos de clasificacion endosémica
necesarios para el transporte (ESCRT), mediado por el dominio Gag-p6.
Simultaneamente con la liberacién de particulas, la proteasa (PR), que se empaqueta
en los viriones como parte de la poliproteina Gag-Pol, escinde las poliproteinas Gag y
Gag-Pol en sus proteinas maduras individuales. Los mondmeros CA recién liberados
forman hexameros y pentdmeros que se ensamblan en la capside madura, dando lugar
a una particula infecciosa madura. Se indica el sitio de accion de los farmacos
antirretrovirales (ARV) aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(del inglés, Food and Drug Administration) (FDA). Se proporcionan detalles adicionales

en el texto principal. Las proteinas virales no se muestran a escala (Figura 3) (30).

Luego de la transcripcidon, varios genes y proteinas virales son sintetizados en el
citoplasma. La proteasa interviene en el procesamiento postransduccional de las
poliproteinas Gag y Gag-Pol. Un complejo de nucleoproteinas que incluyen las

proteinas de la capside codificadas por el gen gag y las enzimas codificadas por el gen
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pol, participan en el ensamblaje de la particula viral, que comienza con el
empaquetamiento del ARN transcripto a partir del ADN proviral. Este complejo de
nucleoproteinas emerge de la membrana plasmatica expresando el gen env y
glicoproteinas del hospedero que forman parte de esta envoltura (29). La proteina TAT
es necesaria para la expresion de los genes virales y actia potenciando la produccion
de ARN mensajero. La proteina REV por su parte inicia el cambio de expresion de
genes tempranos a tardios, promoviendo la exportacién del ARN fuera del nacleo (29).
El virus abandona la célula por un mecanismo de gemacion y se efectia la maduracion

de la particula viral fuera de la célula (31).
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Figura 3. Ciclo replicativo de VIH-1. Fuente: Reyes-Chilpa, Ricardo (28, 32).
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I1.7. Historia natural de la enfermedad

La historia natural de la infeccion por el VIH-1 est4 constituida por fendmenos
biolégicos y clinicos que se producen desde el momento de la infeccion hasta el

fallecimiento del paciente, sin que medie intervencion terapéutica (31).

La infeccion por VIH-1 podemos dividirla en tres etapas sucesivas: (1) primoinfeccion,
(2) infeccion persistente asintomética, (3) infeccion sintomatica. La ultima se divide en

dos fases: la fase precoz (complejo relacionado con el sida) y otra tardia (sida) (33).

La primoinfeccidn se caracteriza por un cuadro febril autolimitado (sindrome retrovirico
agudo) y alto nivel de replicacion viral que disminuye al generarse la respuesta inmune,
regresando el cuadro clinico (34). Esta sintomatologia se observa en un 30-70 % de
los individuos infectados; en el resto, cursa de manera asintomatica. Esta fase dura
entre dos y tres semanas a partir de las cuales el virus queda integrado en sus células

hospederas iniciAndose entonces la infeccion asintomatica (35).

La actividad vigorosa del sistema inmune proporciona una amplia demanda de LTCD4*
para facilitar la replicacion del VIH-1, aunque existen datos de estudios en animales y
humanos que sugieren que la activacion de células T no es un requerimiento absoluto
para la infeccion (33). Cuando la viremia alcanza su valor mas alto, el conteo de células
TCD4* disminuye notablemente. Existen hipétesis acerca de un balance en la
produccién y destruccion de viriones, con el regreso parcial del conteo de células
TCD4* a los limites normales, hecho que no es absoluto, ya que se ha demostrado la

correlacion inversa del mismo con el tiempo de progresion de la enfermedad (36).

En un término de semanas a meses (120 dias en una cohorte), el hospedero logra una
vigorosa respuesta inmune, que parcialmente consigue controlar la replicacion viral,
estableciéndose entonces la etapa asintomatica (37). De manera general este periodo

tiene una duracion de entre ocho a 10 afios (38).

De esta forma el hospedero entra en una larga fase asintomatica en la que la viremia
persiste y billones de virus son producidos y las células TCD4* son destruidas a diario.
Finalmente, ocurre la progresion de la enfermedad (etapa sida) que se caracteriza por
un constante aumento de la viremia, la disminucién del conteo de células TCD4* y por
ultimo, una profunda inmunosupresion con la aparicion de las infecciones oportunistas

y neoplasias que lo caracterizan (36).
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Las manifestaciones clinicas de la infeccion por el VIH-1 varian en dependencia del
estado de la enfermedad. En 1993 el CDC, propuso un sistema de clasificacion para
los estadios de la enfermedad, teniendo en cuenta el conteo de linfocitos TCD4* y
categorias clinicas de la infeccion. La latencia clinica no se acompafa de una latencia
viroldgica, existiendo una marcada interaccion entre el VIH-1 y el sistema inmunoldgico

del paciente durante este periodo (39).

Basado en estudios longitudinales de individuos infectados se han observado tres
formas de progresion de la infeccidn y que incluyen los progresores tipicos (PT), los

progresores rapidos (PRap) y los no progresores (NP) (36).

Aproximadamente, el 10 % de los pacientes infectados por el VIH progresan a sida en
los dos o tres primeros afios de la infeccion (progresores rapidos). Entre un 5 % y un
10 % permanecen asintomaticos entre los 10 y 15 afios de la infeccion y mantienen
una cifra de linfocitos TCD4* por encima de 500 células/mL (no progresores a largo
plazo). El resto de los pacientes (progresores normales) desarrollan sida alrededor de
los 10 afios de infectados (40).

En la patogenia de la infeccion/enfermedad influyen, factores dependientes del
hospedero, del virus y del ambiente. Entre los primeros se destacan la respuesta
inmune, la activacion celular, el papel de las citoquinas, los receptores celulares, asi
como factores genéticos de los individuos (delecién del correceptor CCRS5, tipos de
HLA), etc. Dentro de las caracteristicas del virus se destacan las caracteristicas
bioldgicas (tropismo o fenotipo viral), la capacidad replicativa, la variante o subtipo viral
infectante, entre otras. Entre los factores dependientes del ambiente estan la
orientacién sexual, nimero de parejas sexuales, uso de conddn, habitos alimenticios,
habitos toxicos, entre otros. En cierta manera la progresion de la enfermedad supone
el equilibrio entre los factores inductores/supresores y la forma en que se afecta la

replicacion del virus (41).
[1.8. Variabilidad genética de VIH-1

El VIH-1 es altamente variable genéticamente, debido a tres factores fundamentales;
carencia de actividad correctora de errores de la enzima reverso transcriptasa, tiempos
cortos de replicacién y recombinacion genética (42). Esta compuesto por cuatro grupos

fundamentales; M (Major), O (Outlier), N (non M, non O) y ultimo en identificarse, el
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grupo P (Pending). Los virus pertenecientes al grupo M son los mayores responsables
de la epidemia a nivel global, este grupo cuenta con nueve subtipos genéticos (A, B,
C,D, F, G, H,JyK), mas de 158 CRFs y numerosas URFs (43, 44).

Las formas recombinantes circulantes son el resultado de una infeccion con diferentes
subtipos, donde el genoma de los mismos se combina. Para que estos recombinantes
sean reconocidos como circulantes y clasificados como CRFs, deben transmitirse y
propagarse dentro de una poblacién. Estos virus deben ser aislados como minimo de
tres individuos que no estén vinculados, dos deben ser secuenciados completamente
y otro parcialmente. La designacién cpx (del inglés, complex), se usa cuando hay
presente mas de tres subtipos. Las URFs, consisten en la mezcla de subtipos, pero a
diferencia de las CRFs, estas provienen de individuos relacionados
epidemiolégicamente, provienen de un unico individuo o son virus recombinantes que

no se han definido aun como CRF (44).

Desde el inicio de la epidemia, 88,4 millones de personas contrajeron la infeccion por
el VIH y 42,3 millones de personas fallecieron a causa de enfermedades relacionadas
con el sida. Las nuevas infecciones se han reducido en un 60 % desde el pico maximo
en 1996 y un 39 % desde 2010. Segun estimaciones de ONUSIDA, 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. A finales de diciembre de 2023,
aproximadamente 30,7 millones de personas accedian al tratamiento antirretroviral,
con respecto a los 7,7 millones que lo hacian en 2010, pero todavia por debajo del
objetivo de 34 millones que se proponian lograr para 2025. Como resultado de lo
anterior, desde el pico alcanzado en 2004, los casos de muertes relacionadas con el
sida se han reducido en mas de un 69 %, y en un 51 % desde 2010. La mortalidad por
el sida ha disminuido un 56 % entre las mujeres y nifias y un 47 % entre hombres y
nifos desde 2010. En 2023, el 86 % de todas las personas que vivian con el VIH
conocia su estado seroldgico. Entre las personas que conocian su estado serolégico,
el 89 % tenia acceso al tratamiento. Entre las personas que tenian acceso al

tratamiento, el 93 % habia logrado la supresion viral (2).

La mayoria de las personas estan infectada por cepas que pertenecen al grupo M, los
grupos O y N de VIH-1 representan menos de un 1 % de las infecciones en el mundo

y se han detectado casi exclusivamente en Africa centro-occidental. El grupo O ha sido
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identificado en personas de Camerun y paises vecinos, mientras que el Ny el P solo

se han encontrado en Camerudn (45).
11.8.1. Distribucion geografica de los subtipos del VIH-1

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

diseminacién de subtipos a nivel global (46).

A nivel mundial, las CRF/URF representaban el 29 % de las cepas de VIH-1, seguidas
del subtipo C (23 %) y el subtipo A (17 %). Entre los estudios que informaron sobre el
desglose por subtipos en poblaciones clave, se identifica el 62 % de las infecciones
por VIH entre los HSH y el 38 % entre las personas que se inyectan drogas, y las
infecciones fueron del tipo CRF/URF. América Latina y el Caribe mostré un aumento
del 25 % en otras CRF (excluidos los CRF01_AE o CRF02_AG) entre los periodos
2010-2015y 2016-2021 (47).

[1.8.2. Epidemiologia en Cuba

Para el afio 2023 en Cuba estaban viviendo con VIH unas 32 758 personas, de las
cuales 80,4 % eran hombres. Dentro de los masculinos predominaban los hombres
gue tienen sexo con otros hombres (89,9 %). La prevalencia estimada era de 0,38 %
entre las personas de 15 a 49 para un total de 8 421 fallecidos. ElI MINSAP (registro
informatizado VIH/sida), reportdé que el 79,7 % de las personas viviendo con VIH
conocian su diagnéstico; de ese grupo, el 97,5 % estan recibiendo TARVAE y se
alcanza la supresion virologica en el 88,9 %. En cuanto a la distribucién geogréfica por
provincias, la prevalencia mas alta se concentra en La Habana (0,79 %), Santiago de
Cuba (0,43 %) y el municipio especial Isla de la Juventud (0,39 %), segun el Informe
anual vice direccion de Higiene y Epidemiologia, MINSAP (comunicacion personal del
Dr. Manuel Romero, Jefe del programa para el control de las ITS/VIH/sida y Hepatitis

virales).

Los diferentes estudios realizados de la epidemia cubana identifican que los subtipos
B, CRF19 cpx, CRF_BG (20, 23, 24) y CRF18 cpx, siguen siendo los mas
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prevalentes, destacandose un incremento de los recombinantes unicos (URF),

resultado de la circulacion de diferentes subtipos en el pais (48, 49).
[1.9. Tratamiento antirretroviral

Desde la aparicion del VIH y el sida a principios de la década de 1980, el desarrollo de
terapias seguras y eficaces ha estado ligado a la comprension de los procesos
fundamentales que impulsan la biologia del VIH. A medida que las investigaciones
bésicas permiten el desarrollo de nuevas terapias, los inhibidores del VIH se utilizan
para investigar los mecanismos basicos de la replicacion, transmision y patogénesis
del virus. Este ciclo de retroalimentacion positiva lleva al desarrollo de una terapia
antirretroviral combinada altamente efectiva, que ayuda a detener la progresién al sida,
prolongar las vidas y reducir la transmision del virus (17).

Tras el descubrimiento del primer farmaco anti-VIH-1, la zidovudina, en 1987,
numerosos agentes que actGan como inhibidores de la transcriptasa inversa, la
integrasa, la entrada (union, fusion, post-union), la proteasa y la capside, asi como los
potenciadores farmacocinéticos han transformado el impacto del VIH-1/sida de un

trastorno mortal devastador a una infeccion crénica manejable (28).

El uso combinado de estos agentes, denominado terapia antirretroviral combinada
(cTAR, TAR, anteriormente terapia antirretroviral de gran actividad (TARVAE) o terapia
coctel), marco un punto de inflexion para mejorar el prondstico de la enfermedad. El
régimen de tres farmacos con uno/dos inhibidor/s de la transcriptasa inversa analogo
de nucleosido/nucleésido (ITIAN) de doble cadena, un farmaco central compuesto por
inhibidores de la transferencia de la cadena de la integrasa (IIN), inhibidores de la
proteasa potenciados (IP/r), inhibidores de la union, inhibidores de la fusién o
inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos (ITINAN) se ha convertido en el
pilar del tratamiento inicial del VIH-1. Ademas, la combinacién de tres farmacos en
dosis fija, una vez al dia, en una sola tableta es uno de los hitos claves, ya que facilita
la reduccion de la cantidad de comprimidos y la frecuencia de dosificacion, asi como
una mejor adherencia. Los principales obstaculos de la terapia actual son los
reservorios latentes persistentes, los problemas de adherencia, la farmacorresistencia,
las opciones limitadas de tratamiento para la resistencia multiclase, las interacciones

farmacoldgicas, la disponibilidad limitada de farmacos en paises pobres y el alto coste
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del régimen de tratamiento de por vida. También preocupan los efectos adversos,
como los eventos cardiovasculares, la resistencia a la insulina y la diabetes tipo Il, la
disfuncion renal, la hepatotoxicidad, la lipodistrofia, las toxicidades gastrointestinales
(nauseas, vomitos y diarrea), la erupcion cutanea, el dolor cronico y las toxicidades del

sistema nervioso central (28).
[1.10. Resistencia a los antirretrovirales

La principal causa del fracaso del tratamiento antirretroviral del VIH-1 es el desarrollo
de resistencia a los farmacos. La rapida fijacion de mutaciones de escape en respuesta
al tratamiento, con una terapia de supresion incompleta o una terapia con una baja
barrera genética de resistencia, son los ejemplos clasicos de seleccidon natural. Sin
embargo, los procesos evolutivos que aumentan la resistencia y seguidamente la
adquisicién de mutaciones de resistencia no son para nada simples. Aunque algunas
mutaciones pueden reducir dramaticamente la capacidad replicativa de variantes
resistentes, en comparacion con el tipo salvaje cuando no hay tratamiento, muchas

pueden tener efectos menores sobre la capacidad del virus para replicarse (50).

La potencia de los ARVs puede verse seriamente comprometida ante la presencia de
resistencia. La terapia esta disefiada para que se utilice una combinacion de ARVs de
diferentes clases. En el caso de los no analogos, es frecuente la resistencia cruzada,
por lo que una mutacion puede conferir resistencia a una droga o al resto de los

medicamentos de la clase (50).

El acceso limitado a los ARVs en algunas partes del mundo, los niveles sub-6ptimos
de adherencia, resistencia y el fallo de terapia, son algunos de los problemas
existentes a los que hay que prestarle atencion en el manejo del paciente con VIH (50).

11.10.1. Resistencia a los inhibidores de la proteasa

El conocimiento estructural detallado de la PR del VIH y su sustrato condujo al
desarrollo de los inhibidores especificos de la proteasa (IP). Todos los IP, con
excepcion del tipranavir, son inhibidores peptidomiméticos competitivos que imitan el
sustrato natural de la proteasa viral. Los inhibidores peptidomiméticos contienen un
ndcleo de hidroxietileno que impide su escision por la proteasa. En lugar de un nucleo

de hidroxietileno, el tipranavir contiene un anillo de dihidropirona como andamiaje
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central. En general, todos estos compuestos se han disefiado para unirse a la region
de union al sustrato del dimero de la proteasa madura con alta afinidad, pero tienden
a ocupar mas espacio que el sustrato natural. En el caso del tipranavir y el darunavir,
se ha demostrado que presentan un doble mecanismo de inhibicion, ya que también
impiden la dimerizacion de la proteasa viral. Esto podria contribuir a su potencia
antiviral y a su alta barrera genética frente a la resistencia, aunque adn no se ha

dilucidado el impacto de la actividad antidimerizadora (51).

Los IP se encuentran entre los farmacos antirretrovirales mas activos que se utilizan
actualmente en el tratamiento de la infeccion por VIH. Estos compuestos, que imitan
los sustratos naturales de Gag y Gag-Pol de la proteasa del VIH, inhiben la actividad
proteolitica de la enzima y ejercen un potente efecto inhibidor sobre la replicacion del
VIH tanto in vitro como in vivo. En la mayoria de los pacientes tratados, las
combinaciones de farmacos antirretrovirales que incluyen IP dan como resultado la
supresion completa de la replicacién activa del VIH y una notable recuperacion de la
inmunodeficiencia y reduccion de la mortalidad relacionada con el sida. Sin embargo,
al igual que con todos los demas farmacos antirretrovirales, el fracaso de los IP para
suprimir completamente la replicacién del VIH conduce al desarrollo de resistencia
viral. Una caracteristica Unica de la resistencia del VIH a los IP es el hecho de que las
mutaciones de resistencia no solo surgen en la propia proteasa (el objetivo directo de
los inhibidores), sino también en algunos de los sustratos naturales de la proteasa (los

sitios de escision de Gag).
[1.11. La proteasa del VIH-1y sus sustratos naturales

La proteasa del VIH es necesaria para escindir las poliproteinas Gag y Gag-Pol en sus
productos proteicos funcionales finales, lo que da lugar al ensamblaje de una particula
viral completamente madura e infecciosa. La proteasa se codifica como parte de la
propia poliproteina Gag-Pol y se activa tras un proceso de dimerizacion que solo es
posible en sitios con alta concentracién de poliproteinas Gag-Pol, esencialmente en el
sitio de ensamblaje y gemacion del virion. El dominio de la proteasa se escinde a si
mismo de la poliproteina Gag-Pol para constituir un homodimero ensamblado
simétricamente, en el que el sitio de unidn al sustrato es una cavidad central simétrica,

igualmente definida por cada una de las dos subunidades del homodimero. La escision
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proteolitica de las poliproteinas Gag y Gag-Pol por la proteasa puede considerarse
como un cambio en la configuracion de las poliproteinas que favorece el ensamblaje y
la gemacion en la superficie celular a una configuracion que promueve el reensamblaje
de una estructura de capside madura libre que puede liberarse al citoplasma de la
célula diana, donde entregara la maquinaria replicativa completamente funcional del
virus. El ensamblaje adecuado de esta estructura de la cdpside madura requiere que
la escision de las poliproteinas Gag y Gag-Pol por la proteasa se produzca de forma

ordenada y controlada (52-54) .

El primer evento de escisién separa la proteina de la nucleocapside (NC) de la proteina
de la capside (CA) de un péptido enlazador de 14 aminoacidos denominado SP1
(péptido espaciador 1, anteriormente denominado p2). A continuacion, la proteina CA
se separa de la proteina de la matriz (MA), que permanece asociada a la membrana
del viridn. Este evento es casi simultdneo a la liberacion de la proteina Gag p6 C-
terminal, de otro péptido enlazador ubicado entre NC y p6, denominado SP2 (péptido
espaciador 2, anteriormente denominado pl). Finalmente, los dos péptidos
enlazadores SP1 y SP2 se recortan de las proteinas CA y NC, respectivamente. El
péptido espaciador SP1 parece desempefiar un papel importante en la maduracién
general de Gag(55, 56) y en la regulacion adecuada de la escisién ordenada de Gag
por la proteasa (54, 57), sin embargo, el papel de SP2 sigue sin estar claro. Un factor
importante en la escisibn ordenada de Gag por la proteasa es la secuencia de
aminoacidos de los sustratos del sitio de escision (58). Estos sustratos naturales estan
constituidos por siete aminoacidos, cuya posicion relativa al enlace peptidico escindido
se designa del extremo N al C: P4-P3-P2-P1/P1'-P2'-P3', y la escision ocurrie entre P1
y P1' (58). La secuencia de aminoacidos de los diferentes sustratos del sitio de escision
dentro de Gag difiere notablemente de un sitio a otro, algunos sitios (mas
frecuentemente el sitio SP1/NC) son incluso notablemente polimérficos entre cepas
clinicas de VIH-1 (16, 59-61). La diferencia en la secuencia de aminoacidos de estos
diferentes sustratos explica al menos en parte, su tasa diferencial de escision por la
proteasa (52, 58). Curiosamente, a pesar de su marcada diversidad de secuencia,
existe una fuerte similitud en la estructura tridimensional de estos péptidos en Gag (62,
63), lo que explica por qué todos constituyen sustratos fuertes y especificos para esta

enzima, aunque con diferentes eficiencias de tasa de escision (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemética de la maduracion de particulas de VIH. En la
parte superior, se muestra la poliproteina viral Gag-Pol. A la izquierda, se muestran los
cinco pasos secuenciales del procesamiento proteolitico de Gag. En el centro, se
ilustran los cinco sitios de escision (SC) de Gag y sus secuencias de nucleétidos y
aminoécidos correspondientes. Los nimeros sobre los residuos corresponden a su
posicion en la poliproteina Gag. En la parte superior del panel central, se indica la
ubicacion de las posiciones p5-p5'. A la derecha, se exponen representaciones
esquematicas e imagenes de microscopia electrénica de una particula de VIH. Arriba:
la particula inmadura, no infecciosa, con su nudcleo granulado. Abajo: el virion
completamente maduro e infeccioso con su caracteristico nucleo cénico denso en

electrones. Fuente: (64).

[1.11.1 Resistencia del VIH a los IP: mutaciones de la proteasa

La resistencia del VIH a los IP es consecuencia de la acumulacion de sustituciones de

aminoacidos en la proteasa. Durante el escape viral in vitro o in vivo, las mutaciones

20



se acumulan gradualmente, lo que lleva a un aumento progresivo del nivel de
resistencia (65, 66). Algunas mutaciones afectan a aminoacidos que son parte integral
del dominio de uniéon al sustrato de la enzima: estas mutaciones, a menudo
denominadas mutaciones primarias, generalmente inician el proceso de evolucién de
la resistencia y pueden diferir de un IP a otro. Una de las mutaciones primarias mas
caracteristicas es la sustitucion de valina por alanina en la posicion 82 de la enzima
(V82A), que se observa en la mayoria de los virus que han desarrollado resistencia a
varios IP. Es llamativo que esta mutacion modifica un fuerte punto de contacto entre la
enzima y los inhibidores, pero solo uno de los dos residuos de valina en la posicion 82
en la proteasa homodimera es importante para el contacto con los sustratos naturales
(67). Posteriormente, se seleccionan mutaciones secundarias, que involucran
aminoacidos ubicados lejos de la cavidad de unién al sustrato. Estas mutaciones
secundarias son menos especificas del farmaco que las mutaciones primarias, no
obstante son criticas para alcanzar altos niveles de resistencia. Tanto las mutaciones
primarias como las secundarias modifican la forma y el tamafio de la cavidad de union
del sustrato de la proteasa del VIH, reduciendo asi la afinidad y el potencial inhibidor
de los inhibidores (68-70).

En general, tanto las mutaciones de resistencia primaria como las secundarias parecen
agrandar la cavidad de union del sustrato de la proteasa (68). Este agrandamiento
parece tener consecuencias mas importantes en la union de los inhibidores, la mayoria
de los cuales dependen de una interaccién fuerte y estrecha con el sitio activo de la
enzima, que en la unién de los sustratos naturales de la proteasa en Gag y Gag-Pol.
De hecho, los precursores de Gag y Pol interactian menos estrechamente con la
enzima (67, 70), una propiedad que es consistente con su escision ordenada y
regulada por la proteasa. Con unas pocas excepciones, los cambios fuertes y radicales
en la afinidad del inhibidor no se pueden lograr mediante cambios Unicos en la
proteasa, y altos valores de resistencia requieren distorsiones sutiles del sitio de union
del sustrato que sean eficientes en términos de resistencia, y tolerables para la funcion

enzimatica.

[1.11.2 Variacidon natural de los sitios de escisién de Gag

Hasta hace muy poco un numero limitado de estudios habia evaluado la variacion

natural dentro de Gag y sus sitios de escision, y la mayoria de los datos provenian de
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estudios centrados en el subtipo B del VIH. Los datos disponibles, sugieren que la
variacion en los subtipos no B es mayor que en el subtipo B. Todos estos estudios
muestran que el grado de conservacion difiere drasticamente entre las posiciones
individuales de los aminoacidos, asi como entre los diferentes CS en su conjunto. El
sitio de escision p2/NC es el mas variable de los cinco sitios de escision de Gag,
seguido de P1/P6, NC/P1, CA/P2 Yy, finalmente, MA/CA, que es el CS mas conservado
en los aislados del subtipo B. Los aminoacidos en las posiciones 369 a 371 en P2 son
importantes para la susceptibilidad a los inhibidores de la maduracion que actian en
CA/P2 (71).
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lll. MATERIALES Y METODOS

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

I11.1.1. Disefio de estudio

Esta investigacion forma parte de un proyecto de Ciencia y Técnica Asociado a
Programas titulado: Caracterizacion bioldgica y genética de cepas de VIH-1 de
individuos cubanos (PS241LH005-015) y fue aprobado por el Comité de Revision de
Etica Médica del IPK (CEI-IPK 02-18).

Se realizé un estudio analitico retrospectivo, de corte transversal para caracterizar
genéticamente la region que codifica para la proteina Gag del VIH-1 en pacientes
cubanos seropositivos con y sin resistencia demostrada a los IP. El estudio se desarrollo
a partir de muestras de plasmas colectadas en el Laboratorio de Infecciones de
Trasmision Sexual (ITS) del Departamento de Virologia del Instituto de Medicina Tropical

“Pedro Kouri” (IPK) en el periodo de enero del 2017 a enero de 2024.
[11.1.2. Universo de estudio

El universo incluyé a todos los pacientes diagnosticados con VIH-1 que asistieron a la
consulta de atencion médica del IPK y que requirieron estudios de resistencia

antirretroviral.
111.1.3. Muestras clinicas

Se empled una seleccién de muestras de plasmas de pacientes infectados con VIH-1 a
los que se le indicaron estudios de resistencia antirretroviral con y sin resistencia

demostrada a los IP.
[11.1.4. Criterios de inclusion
- Que los individuos tuvieran infeccién confirmada por VIH-1.

- Que los pacientes no hubieran recibido tratamiento al momento de la toma de la
muestra y no tuvieran resistencia demostrada a los IP por ensayos de resistencia

anterior.

- Que a los pacientes que hubieran recibido tratamiento se les identificara resistencia a

los IP demostrada por ensayos de resistencia anterior.
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- Que el laboratorio contara con el resultado de la secuencia del gen pol para el estudio
de resistencia antirretroviral y el informe las variantes virales: B, C, CRFs_BG (20, 23,
24), CRF19_cpx y CRF18_cpx.

[11.1.5. Criterios de exclusion

- Volumen de muestras insuficientes para realizar la prueba (menos de 1 mL de plasma).
[11.1.6. Tamafio muestral

El tamafio muestral estuvo condicionado al nimero de muestras de pacientes que se
recibieron en el periodo de estudio y que cumplieron con los criterios de inclusion.

[11.2. Operacionalizacién de las variables

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables epidemioldgicas, clinicas y virolégicas.

Variables Tipo Escala Descripcion
Cualitativa
) F , SV
Sexo nominal M Segun sexo bioldgico.
dicotomica
Cuantitativa <15 Se tuvo en cuenta la edad
Edad actual discreta por 15-45 cumplida en afios al momento
intervalos >45 de la toma de muestra.
Cuantitativa <15 Se tuvo en cuenta la edad
Edad al discreta por 15-45 cumplida en afios al momento
diagnostico : del di 5stico de VIH
intervalos >45 el diagnostico ae Vin.
. Disposicion o conducta de
Orientacién Cualitativa HSH mantener relaciones sexuales
sexual nominal HT con personas de su propio
dicotémica sexo y/o del sexo opuesto.
Fecha de Cualitativa 5 Mes y afio de la fecha en que
diagndstico de nominal Mes y aho fue confirmado el diagndstico
VIH politbmica
Fechade la Cualitativa N Mes y afio de la ultima prueba
uItlme_l prueba nqn,nnfal Mes y afio negativa a VIH
negativa a VIH politbmica
Cantidad de particulas virales
: Cuantitativa <1000 por mililitros de sangre
Cargaviral de discreta por 100-10000 (copias/mm?®) al diagndstico
VIH-1 intervalos >10000 de VIH y al momento de la
toma de la muestra.
o Conteo de linfocitos T CD4*
Conteo de Cuantitativa <200 (células/mm?) al diagnéstico
células T CD4* discreta por 200-350 de VIH y al momento de la
intervalos >350 toma de muestra.
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A B,C,D,F, o
G, H, URFs, Subtipo viral de VIH-1 con el

Cualitativa CRFs cual se encuentra infectado el
Subtipo de VIH-1 nominal (CRF18_cpx, | paciente estudiado,

politémica CRF19_cpx, analizando los genes virales:

CRFs_BG 20, | genes poly gag
23y 24).
Presencia de mutaciones que
_ Cualitativa i puedan estar relacionadas

Mutaciones en el nominal Si con el subtipo viral, la
gen gag dicotomica No patogenicidad viral y la

resistencia antirretroviral.

Paciente con TARVAE, al
momento de la toma de la

Terapia Cualitativa Si muestra, con Inhibidores de la
antirretroviral nominal N ! reverso transcriptasa
(TARVAE) dicotdmica 0 analogos de nucleosidos, no

analogos de nucledsidos y/o
inhibidores de proteasas.

_ Cualitativa Si Presencia de mutaciones a
Mutgcmne_s de Nominal No ITIAN, ITINAN, IP, asociadas
Resistencia dicotémica aresistencia a los ARV.

Abreviaturas: VIH: virus de la inmunodeficiencia humana, TARVAE: terapia antiretroviral de
alta eficacia, ITIAN: inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucledsido, ITINAN:
inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucleésido, IP: inhibidor de la proteasa, HSH:
hombres que tienen sexo con otros hombres, HT: heterosexual, CRF: forma recombinante

circulante, URF: forma recombinante Unica.

[11.3. Obtencién de lainformacion

La informacion clinica, epidemioldgica, inmunolégica y virolégica de los pacientes en
estudio se obtuvo de la orden clinica del momento de toma de la muestra, de la historia
clinica del paciente y/o de la base de datos SIDATRAT (Base de datos de individuos

seropositivos al VIH) (Tabla 1).
[1l.4. Aspectos éticos

Todos los procedimientos del estudio se desarrollaron segun lo establecido por las guias
de ética internacionales como la Declaracién de Helsinki (72) y de las Normas del
Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (OMS-CIOMS)
(73), y se sometieron a la evaluacion y aprobacién del Comité de Etica del IPK (CEI-IPK
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03-25). Se cumplieron sus tres principios basicos: autonomia, beneficencia y justicia.

Se garantizo el principio de confidencialidad del paciente.

La investigacion forma parte del proyecto titulado “Caracterizacion bioldgica y genética
de cepas de VIH-1 de individuos cubanos”, con cédigo de inscripcion 2105015 en la

carpeta de proyectos del IPK.
[11.4.1. Criterios para la retirada prematura de participantes en la investigacion

No procede pues se emplearon solo las muestras clinicas colectadas como parte del
seguimiento del paciente VIH-1 con sospecha de fallo terapéutico o con diagnéstico

reciente, a los que se les indicé un ensayo genotipico de resistencia.

Relacion riesgos/beneficios para los participantes en la investigacion y para la
comunidad involucrada: No procede ya que se emplearon solo las muestras clinicas

como se indica en el parrafo anterior.
[11.4.2. Criterios para la suspension o terminacién de la investigaciéon como un todo

La investigacion tuvo un periodo de duracion de dos afios y no se suspendid en ninguna
de sus etapas pues el MINSAP garantiz6 los insumos para la vigilancia de esta entidad

en el pais.
111.4.3. Idoneidad del estudio

El Laboratorio de ITS fue el designado para realizar la investigacion por las instancias
de salud publica. El objetivo de esta investigacién esta plasmado en el Programa
Estratégico Nacional (PEN) para el control del as ITS VIH/sida y las Hepatitis. Los
resultados son de utilidad para el seguimiento del paciente tratado con fallo terapéutico.
El laboratorio, cuenta con trabajos publicados en revistas de alto impacto y experiencia

en este campo.
I11.4.4. Consentimiento Informado

No procede ya que se emplearon solo las muestras clinicas colectadas como parte del
seguimiento del paciente VIH-1 con sospecha de fallo terapéutico o con diagndéstico

reciente, a los que se les indico un ensayo genotipico de resistencia.
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I11.4.5. Almacenamiento de los datos

Todos los datos personales, clinicos, epidemiologicos y de laboratorio de cada paciente

fueron almacenados en una base de datos con un Unico nimero de identificacion.

Se confeccion6 una base de datos en Microsoft Excel version version 15.0, con todos
los datos de la investigacion a la que solo tuvo acceso el investigador implicado
directamente en la investigacién, y él personalmente completé el documento,
garantizando la confidencialidad y seguridad de la informacién. Todas las bases de

datos para los andlisis finales de los resultados tuvieron solo cédigos, nunca nombres.
[11.5. Técnicas y procedimientos

[11.5.1. Caracterizacion genética de los virus
[11.5.1.1. Extraccion del ARN viral

Se utilizé 1 mL de plasma por cada paciente y se centrifugd a 14 000 r.p.m durante 1
hora a 4 °C. El sobrenadante se descartd dejando so6lo 140 uL, con el que se disolvio el
sedimento mediante vortex por 15 segundos. Una vez disuelto se emplearon los 140 pL
para la extraccion del ARN viral, siguiendo el protocolo estdndar para extraccién manual
de ARN descrito por el fabricante, utilizando el estuche comercial QIAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Alemania). El ARN extraido se conservé a -80 °C hasta su utilizacion

en los ensayos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Controles: Como control positivo de las reacciones de PCR se emplearon muestras de
plasma de pacientes positivos al VIH que previamente habian resultado positivas y se
encontraban conservadas en el laboratorio de ITS, con cargas virales (CV) entre 1 000
y 10 000 copias/mL. Como control negativo se empleé agua de calidad para biologia

molecular.
[11.5.1.2. Sintesis del ADN complementario (ADNc) y amplificacion de laregién gag

La sintesis del ADNc y la amplificacion de un fragmento de 2 259 pb del gen gag, se
realiz6 utilizando el estuche comercial SuperScript™QOne-Step RT-PCR System with
Platinum®Taq High Fidelity (Invitrogen™, EE. UU.) con el empleo de las siguientes

concentraciones:

¢ 25 pL de Buffer 2X Reaction Mix, (0,4 mM de cada dNTP y 2,4 mM de MgSOa).
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¢ 1 UL de cada cebador: KVL064 y KVL065 a 20 uM cada uno (Anexo 1).

8 UL de MgSOsa 5 mM.

e1 pL de enzima SuperScript™ Il RT/Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen™, EE.
uu.).

¢ 0,25 pL de Protector de RNAsa (Roche, EE. UU.).

Finalmente, a esta mezcla se le agregaron 10 uL del ARN extraido para obtener un
volumen final de reaccion de 50 pL. La reaccion de RT-PCR se realizd bajo las

condiciones de ciclaje que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de ciclaje de la RT-PCR del gen gag.

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

10 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 57°C 30 segundos
Extension 68°C 2 min 30 segundos
40 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 57°C 30 segundos
Extension 68°C 2 min 30 segundos*
Fin de los ciclos
Extension final 72°C 1 min
Almacenamiento 4°C 12 h

* Incremento de 5s en cada etapa de extension.
[11.5.1.3. PCR anidada de laregion gag

Para la PCR anidada se utilizo el estuche comercial Expand High Fidelity PCR System
(Roche, EE. UU.), y se obtuvo un fragmento interno de 1 998 pb. A un primer tubo se le
adiciono:

o1 L de cada dNTPs.

¢ 1,25 pL de cada cebador, KVL066 y KVL0O67 a una concentracion de 20 uM cada uno
(Anexo 1).

Se completo la primera mezcla con agua de calidad para PCR hasta un volumen de 23
ML.

La segunda mezcla se prepar6 con:

o5 UL de Expand Buffer a 10X.

¢6 UL de MgCl2 a 25 mM.
e 0,75 pL de Expand HF Enzyme (Roche, EE. UU.) a 3,5 U/uL.

Se completé la segunda mezcla con agua hasta completar un volumen de 25 pL.
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Finalmente se adicionaron 2 uL del ADNc amplificado al tubo que contenia 23 L de la
mezcla uno. Luego se afiadieron 25 uL de la segunda mezcla a cada tubo de reaccion

para obtener un volumen final de 50 pL.

Este protocolo, incluyendo la RT-PCR y la PCR anidada, fue descrito por Van Laethem

y cols., en el afio 2014 (14). Esta reaccion se sometio al ciclaje descrito en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones en que se desarrollara la PCR anidada del gen gag.

Descripcion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
10 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Hibridacién de los cebadores 58°C 30 segundos
Extension 68°C 2 min 30 segundos
30 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Hibridacién de los cebadores 58°C 30 segundos
Extension 68°C 2 min 30 segundos *
Fin de los ciclos
Extension final 72°C 10 min
Almacenamiento 4°C 12 horas

[11.5.1.4. Analisis de los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa

anidada

Para analizar el producto obtenido de la PCR anidada se tomaron 5 pL de la misma més
2 uL del indicador de corrida Blue/Orange 6 X loading Dye (Promega, EE. UU.) y se

aplicaron en un gel de agarosa al 1 % teflido con Gel Red™ Nucleic acid, 10 000 X

(BIOTIUM, EE.UU.). Este gel se sometié6 a una electroforesis horizontal en gel de
agarosa con como tampoén de corrida TBE 1X (0,4 M de Tris; 0,5 M de &cido boérico y
0,01 M de Acido Etilén diamino tetracético (del inglés, etilendiaminotetracetic acid)
(EDTA)). La corrida electroforética se realizé a 120 V durante 30 min. Las bandas de
ADN amplificadas se visualizaron mediante un transiluminador de luz ultravioleta
Spectroline® Bi-O-VisionTM (Fisher, Reino Unido). La talla correcta de la amplificacion
se determind mediante la comparacion con el patron de migracién del marcador de peso
molecular 1Kb DNA StepLadder (Promega, EE. UU.). Ademas, se utilizaron controles
positivos (C+), constituidos por muestras de plasma que contenian VIH y que

previamente fueron confirmadas, asi como controles negativos (C-) constituidos por

29



agua de calidad para biologia molecular, en vez de ADN. Ambos controles se incluyeron
en cada ensayo desde el paso de la extraccion del ARN con el objetivo de descartar
posibles inhibiciones o contaminaciones en la PCR.

[11.5.1.5. Purificacion de los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa

anidada

Los productos amplificados del gen gag se purificaron utilizando el estuche comercial
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Alemania), siguiendo el protocolo indicado por

los fabricantes.
[11.5.1.6. Secuenciacion de acidos nucleicos por el método de Sanger

Para realizar la secuenciacion nucleotidica del fragmento de 1 697 pb de gen gag se
realizaron ocho reacciones de secuencia por cada producto de PCR anidada purificado,

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

El protocolo que se empleo es el disefiado por Van Laethem y colaboradores en el 2006
(14) y los cebadores utilizados se describen en el anexo 1. Para las reacciones de
secuenciacion se prepararon mezclas constituidas por 1 uL de cada uno de los
cebadores de secuencia, 8 uL de la mezcla de reaccion de secuencia DTCS Quick Start
Master Mix (Dye Terminador CycleSequencing (DTCS) Quick Start Kit (Beckman
Coulter, EE. UU.), 5 uL de ADN purificado y 6 pyL de agua con calidad para biologia
molecular, hasta completar 20 puL de reaccion. Para esta reaccion de secuencia se
realizaron 50 ciclos: 96 °C por 30 segundos, 50 °C durante 20 segundos y 60 °C por 4

min.

La separacion de los productos obtenidos en la reaccion de secuencia se realiz6 en un
secuenciador automatico modelo CEQTM8800 (Beckman Coulter, EE. UU.), mediante

el procedimiento de analisis de datos crudos para productos de PCR.
[11.5.1.7. Edicion de las secuencias

Las secuencias obtenidas de cada uno de los fragmentos del VIH secuenciados se
ensamblaron y editaron utilizando el programa Sequencher™Version 4.9 (Genes Codes
Corporation, EE. UU.), y se emple6 como referencia la secuencia nucleotidica de la
cepa de VIH-1 B.FR.83. HXB2_ LAl llIB_BRU.K03455. Al final del proceso se
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obtuvieron secuencias consenso de las regiones amplificadas del gen gag del VIH-1 de

cada paciente analizado.
[11.5.1.8. Clasificaciéon por subtipos

Se empleo la base de datos de Los Alamos (https://www.hiv.lanl.gov/) para realizar la

clasificacion del subtipo de las secuencias virales.
[11.5.1.9. Analisis filogenético

Dado que la epidemia cubana se caracteriza por un alto nimero de CRF y URFs, todas
estas asignaciones se confirmaron con analisis filogenético de las secuencias obtenidas
para cada gen analizado. Las secuencias se alinearon con la opcién de alineamientos
multiples de GENEIOUS (MUSCLE) (Biomatters, Wellington, Nueva Zelanda) y se
editaron minimamente mediante el paquete bioinformatico Mega 6. La historia evolutiva
se infirid utilizando el método de maxima verosimilitud, basado en el mejor modelo
seleccionado por el programa Mega 6. Los arboles consenso, inferidos a partir de 1 000
réplicas, se utlizaron para representar la historia evolutiva de las secuencias
analizadas. Se emplearon secuencias de referencias de los subtipos incluidos en el
analisis, para establecer los diferentes subtipos de VIH-1 que se compararon con las

secuencias cubanas obtenidas en el presente estudio.
[11.5.1.10. Analisis estadistico

Se confecciond una base de datos en Microsoft Excel, versién 15. La mediana y las
frecuencias porcentuales (%) se utilizaron para describir las caracteristicas de los
pacientes. Las pruebas de x? y de Fisher, asi como la V de Cramer se utilizaron para
comparar variables categoricas, se consideré estadisticamente significativo un valor de
p<0,05. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando la version 5 del software
Graph pad Prism (San Diego, CA, EE. UU.).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Descripcién de las caracteristicas virologicas, clinicas y epidemiol6gicas de
la poblacion de estudio

En el presente estudio se incluyeron 88 muestras de pacientes seropositivos al VIH-1,
correspondientes a los afios 2017-2023, de las que se logré obtener secuencias de
calidad del gen gag. Las muestras examinadas pertenecian tanto a pacientes tratados
(38) como no tratados (50), por lo que esta condicion se relacion6 con el resto de las

variables analizadas (Tabla 4).

El 75,00 % de los pacientes fueron del sexo masculino, de los cuales el 87,80 % fueron
HSH, lo que coincide con las caracteristicas que ha presentado la epidemia cubana de
VIH y cuyos datos, al cierre del afio 2024, se publicaron por la Vicedireccion de
Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica de Cuba (74). Este reporte muestra que la
epidemia de VIH afecta mayoritariamente al sexo masculino, el que representa mas del
80 %, de los cuales los HSH constituyen aproximadamente el 90 %. No se observaron
diferencias significativas entre pacientes tratados y no tratados, para las variables
epidemioldgicas mencionadas. El 94,40 % de los pacientes tratados llevaba mas de 10
afos infectados, mientras que de los no tratados solo el 24 % se habia infectado hacia

mensos de un afo (Tabla 4).

En Cuba existe un adecuado seguimiento y manejo de los individuos infectados con VIH.
Desde el afio 2003, cuando se inici6 el uso de la TARVAE en el pais, se les ofrece
tratamiento libre de costo y de amplio acceso para todos los pacientes que lo necesitan
(75). Aun mas, a partir de la recomendacion lanzada por la OMS, con vistas a alcanzar
la estrategia 95-95-95 para el 2030, se decidi6, por parte de las autoridades de salud
cubanas, iniciar tratamiento a todos los pacientes, una vez que son diagnosticados (76),
lo que ha posibilitado una mayor sobrevida. Por otro lado, la reciente decision de tratar a
todos los individuos, debe contribuir a controlar la diseminacién de la epidemia,
reduciendo la incidencia de casos a mediano o largo plazo. Ello justifica que la mayoria
de los pacientes cubanos tratados tengan una sobrevida elevada, como se observa en el
presente estudio, donde mas del 94,00 % de los pacientes tienen mas de 10 afios de

evolucion.
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El grupo de pacientes no tratados, estuvo compuesto por individuos con diagndstico
reciente de la infeccidn por VIH, sin embargo, solo el 24,00 % tenia menos de un afio de
diagnadstico de la infeccién y el 22,00 % entre seis y 10 afios de haberse infectado (77).

Tabla 4. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e inmunolégicas de los pacientes

estudiados.
Tratados No tratados Total
Caracteristicas n (%) n (%) N (%)
38 (43,18) 50 (56,81) 88 (100,00)
Edad Mediana=52 Mediana=32,5 Mediana=43,5
Afos IC 95% (46 - 57) IC 95% (27 - 42) IC 95% (38-49)
<15 0 (0,00) 2 (4,00) 2(2,27)
16-30 1(2,63) 21 (42,00) 22 (25,00)
31-45 11 (28,95) 12 (24,00) 23 (26,14)
46-60 21 (55,26) 11 (22,00) 33 (36,36)
61y mas 5(13,16) 4 (8,00) 9 (10,23)
Sexo biolégico
Femenino 7 (18,42) 15 (30) 22 (25,00)
Masculino 31 (81,58) 35(70) 66 (75,00)
Orientacién sexual
Heterosexual 9 (23,68) 21 (42,00) 30 (34,09)
HSH 29 (76,32) 29 (58,00) 58 (65,91)
Tiempo probable de infeccién Mediana=20,16 afos Mediana=2,08 afos Mediana=7,83 afos
con VIH previo al diagndéstico | IC 95% (14 - 22,66 afios) | IC 95% (1,33 - 4 afios) | IC 95% (6 - 11,66 afios)
<1 afio (Diagnoéstico reciente) 0 (0,00) 12 (24,00) 12 (13,63)
1-5 afios 0 (0,00) 17 (34,00) 17 (19,32)
6-10 afos 2 (5,26) 11 (22,00) 13 (14,77)
>10 afios 36 (94,74) 3 (6,00) 39 (44,33)
Desconocido 0 (0,00) 7 (14,00) 7 (7,95)
Evoluciéon a SIDA a partir del Mediana=1afo Mediana=1mes Mediana=1mes
diagnéstico IC 95% (5 meses - 3 afios) | IC 95% (1mes - 1mes) | IC 95% (1mes - lafio)
<1 afio 13 (34,21) 26 (52,00) 39 (44,32)
1-5 afios 20 (52,64) 5 (10,00) 25 (28,41)
6-10 afios 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
>10 2 (5,26) 0 (0,00) 2(2,27)
No Dato 3(7,89) 2 (4,00) 5 (5,68)
No SIDA 0 (0,00) 17 (34,00) 17 (19,32)
Carga viral Mediana=9 700 Mediana=675 Mediana=5 252
copias/mL IC 95% (598 - 56 000) IC 95% (123 - 9 470) IC 95% (286 - 19 000)
<1 000 13 (34,21) 25 (50,00) 38 (43,18)
1 000-10 000 6 (15,79) 7 (14,00) 13 (14,77)
>10 000-100 000 8 (21,05) 6 (12,00) 14 (15,91)
>100 000 8 (21,05) 11 (22,00) 19 (21,59)
Desconocido 3 (7,89) 1 (2,00) 4 (4,55)
Conteo de CD4 Mediana=254 Mediana=236,5 Mediana=238,5
células/mL IC 95% (119 - 342) IC 95% (175 - 399) IC 95% (178 - 323)
<200 18 (47,37) 21 (42,00) 39 (44,31)
200-350 8 (21,05) 11 (22,00) 19 (21,59)
350-500 4 (10,53) 7 (14,00) 11 (12,50)
>500 8 (21,05) 11 (22,00) 19 (21,59)

IC: Intervalo de confianza.
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El 75,00 % de los pacientes fueron clasificados como sida, de ellos solo el 44,32 % habian
desarrollado sida en el primer afio del diagnéstico, lo que mas frecuente en los pacientes
no tratados (52,0 %) con respecto a los tratados.

En Cuba se han diagnosticado 43 135 personas viviendo con VIH y el 16,5 % ha fallecido
por enfermedades relacionadas con el sida. Desde hace algunos afios se observa en la
epidemia cubana una cifra mantenida de pacientes que llegan al diagnostico tardiamente,
lo que justifica que entre los pacientes no tratados y con diagnostico reciente, el 52 %
haya desarrollado sida en menos de un afio. Otro elemento a tener en cuenta en este
grupo son los hallazgos del estudio publicado Kouri y cols., donde se describen pacientes
que progresaron a sida en menos de tres afios desde la fecha de infeccién. Estos
pacientes estaban infectados con la variante viral CRF19_cpx, la que se relacion6 con

progresion rapida a sida, entre otros factores (7).

La mediana de la CV del VIH en los pacientes estudiados no fue elevada (5 252
copias/mL), la mayoria de los pacientes tenian valores por debajo de las 1 000 copias/mL.
La carga viral plasmatica, junto al conteo de linfocitos TCD4*, es uno de los marcadores
de progresion a sida que se emplea en el seguimiento de los pacientes. Se ha reconocido
gue valores altos de carga viral de VIH al diagnéstico, se asocian con rapida progresion
a sida, y lo opuesto con progresion lenta de la enfermedad (36). Al analizar la carga viral
de los pacientes no tratados en el presente estudio se encontraron dos grupos, uno con
carga viral por debajo de las 1 000 copias/mL (25 pacientes) y otro grupo con carga viral
por encima de las 10 000 copias/mL (17 pacientes). Las cifras del primer grupo pudieran
no corresponderse con el tiempo en que la muestra fue tomada para el ensayo de
resistencia, si tenemos en cuenta el 52, 00 % de los pacientes progresaron a sida en
menos de un afio; mientras que los altos valores de carga viral pudieran estar
relacionados con el diagndstico tardio o con una infeccién reciente por VIH-1. La infeccién
reciente es un periodo que se caracteriza por altas tasas de replicacion viral, antes del
desencadenamiento de la respuesta inmune que conduce al establecimiento de la
infeccidn cronica (26). El diagndstico tardio se define cuando se produce un recuento de
CD4 inferior a 350 células/mm? o si de forma simultanea al diagndstico se detecta una
enfermedad definitoria de sida (78). También habria que explorar la relacion de los altos
valores de carga viral, con la variante viral que esta infectando al paciente, la que podria

ser mas virulenta y con mayor capacidad replicativa (7). Segun Croxford y cols., en 2022,
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paises como Bélgica, Suiza e Inglaterra reportaron valores de diagnoéstico tardio del 33,00
%, 52,00 % y 49, 00%, respectivamente (78).

Los altos valores de carga viral en los pacientes tratados, se debieron a que en su
mayoria se correspondian con pacientes que se encontraban en fallo terapéutico, razén
por la que se les indic6 una prueba de resistencia. La CV plasmatica es el principal
parametro para el seguimiento de la terapia ARV. Se considera fracaso virologico cuando
la CV es detectable pasadas 24 semanas desde el comienzo del tratamiento ARV, 0 si
tras hacerse indetectable ésta vuelve a aparecer (valores >50 copias/mL) en dos

determinaciones consecutivas separadas entre dos y cuatro semanas (36).

Los altos valores de carga viral de los pacientes tratados de este estudio, indican un fallo
a la terapia ARV mantenida en el tiempo ya que los fallos iniciales se caracterizan por la
presencia de mutantes virales con baja capacidad replicativa. Solo después de un tiempo
de fallo a la terapia aparecen las mutaciones compensatorias, que equilibran la eficiencia
replicativa del virus y se acompafan de un incremento en la carga viral (79), lo que
coincide con lo observado en los pacientes tratados del presente estudio, ya que 22 de

los pacientes tuvieron cargas virales por encima de las 1 000 copias/mL.

El conteo de células TCD4* fue similar entre pacientes tratados y no tratados. El 42 % de
los pacientes tratados y no tratados tenian < 200 células/mL. En los pacientes,
particularmente en aquellos que se encuentran en la etapa sida, es de esperar que
muestren valores de CD4 inferiores a 200 células. Los CD4 son glicoproteinas que se
encuentran en la superficie de las células T y cuyo conteo se utiliza para determinar el
estadio en que se encuentran los pacientes infectados por VIH. Durante la infeccién por
viral se produce una reduccion progresiva en el numero de células T que expresan CD4
y un conteo de la misma, con valores inferiores a las 200 células/mL, es uno de los
marcadores de sida. Realizar la medicion del conteo de CD4 antes de comenzar la
terapia, puede dar informacion sobre la funcion inmunologica del paciente (80). Resulta
justificado encontrar un alto nimero de pacientes tratados, en el presente estudio,
exhibiendo bajos conteos de linfocitos TCD4*, como resultado del fallo terapéutico de
larga evolucion. Ademas, como se describié anteriormente, mas del 80,00 % eran

pacientes con mas de 10 afios de diagndstico con VIH, que habian recibido maltiples
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esquemas de terapia ARV y el 100,00 % ya estaba en estadio sida, o que implica bajos
conteos de CD4 (36).

IV.2. Identificacion de las variantes del VIH-1 en el gen gag para los grupos de
estudio

En la presente investigacion se identificaron los subtipos en el gen gag y pol de los 88

virus amplificados, los que se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Andlisis filogenético de las regiones codificantes de los genes gag (izquierda)
y pol (derecha) (99 aminoacidos (aa) de PR + 335 aa de RT) de acuerdo a los subtipos

del VIH-1 identificados en los grupos de pacientes estudiados. La historia evolutiva del
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arbol que muestra el analisis del gen gag se infiri6 mediante el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo Hasegawa-Kishino-Yano (81) y para arbol que
muestra el analisis de las secuencias de proteasa y reverso transcriptasa se emple¢ el

modelo General Time Reversible. Los analisis involucraron 122 secuencias nucleotidicas
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de los diferentes subtipos de VIH-1 y se realizaron en MEGAG6 (82). Las lineas negras se
emplearon para unir las secuencias cuyos subtipos virales no coincidieron en poly gag y

fueron consideradas URF.

En el gen gag se detectaron los mismos subtipos detectados en el fragmento del gen pol,
qgue se habian amplificado y secuenciado con anterioridad en el laboratorio de ITS, entre
los que se encuentran: subtipo B, CRF_BG, CRF19 cpx, CRF18_cpx y subtipo G. Estos
coinciden con los que hasta ahora se han descrito en la epidemia cubana (83).

Los estudios epidemiologicos moleculares globales demuestran que la diversidad
genética del VIH-1 es extremadamente compleja y esta en constante cambio (84, 85). La
propagacion y evolucion global del VIH-1 ha causado distribuciones diferenciales de
subtipos, CRFs y URFs, lo que lleva a una gran variacion regional en niumeros, tipos y
proporciones de variantes genéticas virales. Por lo tanto, la epidemia mundial del VIH-1
se esta diversificando y los recombinantes desempefian papeles particularmente
importantes en Africa, Asia y Sudamérica (84, 85). Los diversos patrones de distribucion
de las variantes del VIH-1 estan determinados por factores complejos, incluyendo las
redes de transmision social, la urbanizacion, las redes de transporte, la migracion, los
efectos fundadores y el crecimiento poblacional. También es posible que las diferentes
variantes del VIH-1 tengan una ventaja evolutiva en términos de transmisién y

patogénesis (86, 87).

En la tabla 5 se pueden observar las frecuencias de los subtipos virales en ambos genes,
asi como el subtipo global, en el que se tienen en cuenta los subtipos obtenidos en el gen
pol y en el gen gag. Las frecuencias de los subtipos coincidieron en ambas regiones para
la mayoria de las variantes genéticas, detectandose solo un 12,40 % de URFs
globalmente. En un estudio de Pérez y cols., en 2006 se describe una disminucion de
subtipo B a expensas de un incremento de los recombinantes BG y un incremento de las
URFs (88). Este fenomeno se sigue observando en la epidemia cubana y se corrobora
en la presente investigacion (89, 90).
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Tabla 5. Total de subtipos virales detectados en los genes gag y pol en pacientes tratados
y no tratados.

Tratados No Tratados
Subtipo n=38 n=50 Global
P Pol Gag Pol? Gag N (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) 88 (100,00)
B 9(23,70) 9 (23,70) 4 (8,00) 4 (8,00) 12 (13,60)

CRF_BG | 9(2370) | 11(28,90) | 18(36,00) | 19(38,00) | 27 (30,70)

CRF18_cpx| 6(15,80) | 7 (18,40) 4 (8,00) 10 (20,0) | 11 (12,50)

CRF19_cpx| 10(26,30) | 10(26,30) | 15(30,00) | 15(30,00) | 24 (27,30)

G 3(7,90) 1 (2,60) 2 (4,00) 2 (4,00) 3 (3,40)

URF 1(2,60) 0 (0,00) 7 (14,00) 0(0,00) | 11 (12,50)

a (99 aadelaPRy335delaRT)
gag: gen que codifica para las proteinas derivadas de gag.

pol: fragmento del gen pol que codifica para la proteasa y la reverso transcriptasa viral.

Segun un metandlisis de los afios 2010 al 2020 publicado por William y cols., en 2023
(47) las formas recombinantes circulantes y las formas recombinantes Unicas
representaron el 29 % de las cepas del VIH-1, seguidas del subtipo C (23 %) y el subtipo
A (17 %). Entre los estudios, analizados en este articulo, que reportan la distribucion de
subtipos en poblaciones clave, el 62 % de las infecciones por VIH-1 entre los HSH y el
38 % entre usuarios de drogas intravenosas, fueron CRF/URF. América Latinay el Caribe
mostraron un aumento del 25 % en la prevalencia de otras CRF (excluyendo CRF01_AE
o CRF02_AG) entre 2010-2015 y 2016-2021. La epidemia cubana no esta exenta de
estos cambios que se aprecian a nivel mundial y con el paso de los afios las CRFs han

ganado en prevalencia y las URFs han incrementado su proporcion (77, 91).

Cuba se describe como un punto caliente en la Caribe (83) debido a la circulacion y
presencia de numerosas variantes virales, en contraste con el resto de los paises del
area, con epidemias caracterizadas por la presencia del subtipo B (84). Los primeros
pacientes cubanos detectados en Cuba se infectaron en el continente africano, donde

circulan todos los subtipos del VIH-1 descritos y algunas formas recombinantes. Este
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hecho, asi como la generacion de nuevas formas recombinantes en la isla, debido a la
circulacibn de numerosas variantes en una misma area geogréfica, facilito esta
calificaciéon (42). Sin embargo, a lo largo de los afios algunos de estos subtipos han ido
desapareciendo o su circulacion se ha quedado restringida a algunas provincias como
sucedio en el primer caso con el subtipo A y en el segundo caso con el H (49, 88). El
primero ya no se encuentra y el segundo se detecta en pacientes infectados hace muchos
afos y que viven en la zona oriental del pais. Otros subtipos que han disminuido en su

proporcion son C, G, Jy las formas recombinantes 01 y 02 (49).

IV.3. Caracterizacion de las mutaciones del VIH-1 presentes en el gen gag
relacionadas con resistencia a los IPR entre las variantes genéticas que circulan

en la epidemia cubana

La introduccion de los inhibidores de proteasa (IP) como parte de la TARVAE llevé a una
reduccion drastica de las tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes con infeccién por
VIH-1. Los IP poseen una alta actividad antiviral intrinseca y se encuentran entre los
farmacos antirretrovirales méas potentes disponibles en la practica clinica hasta la fecha.
De hecho, solo las estrategias de simplificaciéon con IP potenciados han demostrado ser
tan eficaces como la terapia triple para mantener la supresion virolégica continua. Estas
drogas se dirigen al sitio activo de la proteasa del VIH-1, cuya actividad es esencial para
la generacion de particulas virales infecciosas completas mediante la escision de las
poliproteinas Gag y Gag-Pol. A pesar de la alta barrera genética de estos compuestos,
la aparicion de mutaciones en el sitio activo de la proteasa conduce a la resistencia a los
farmacos. Las mutaciones virales que causan resistencia a los IP reducen la afinidad del
farmaco por el sitio activo y ellas son generalmente seguidas por una acumulacion
gradual de mutaciones adicionales en la enzima, que conduce a la recuperacién parcial
de su actividad. Ademas, se ha demostrado que las mutaciones en la poliproteina Gag,
en los sitios de escision de la proteasa, generalmente contribuyen a la resistencia a los
IP al restaurar la interaccion con los sitios de escision y compensar los defectos en la
capacidad replicativa viral. Sin embargo, las vias de resistencia a los IP "tradicionales",
mencionadas anteriormente, han sido cuestionadas por estudios que evidencian el

fracaso virologico de los pacientes tratados con IP en ausencia de mutaciones de
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resistencia a ellos. Varios estudios demuestran la contribucién directa de las mutaciones

de Gag a la susceptibilidad a los farmacos (92).

En la figura 6 se muestra el promedio de cambios aminoacidicos segun el tamafio de las
proteinas codificadas por el gen gag, en la que se aprecia que la proteina P24 es la
menos variable, mientras que la proteina P6 fue la mas variable. Un analisis similar
realizaron Cordofies y cols., en el 2017. Sin embargo, en dicho estudio, sus frecuencias
de variabilidad fueron mucho menores, quizds porgue su casuistica fue mucho menory
porque ellos realizaron un analisis comparativo de la evolucién de la secuencia de Gag

del mismo paciente antes y después de la introduccion del IP (92).
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Figura 6. Promedio de cambios aminoacidicos segun el tamafio de la proteina.

Otros estudios refieren que la capside es extremadamente intolerante a las sustituciones
no sindnimas, lo que produce virus defectuosos o con infectividad reducida (93, 94). Esta
alta conservacion, y el hecho de que sea la proteina viral mas abundante, hacen de p24
una regidbn muy interesante para el disefio de pruebas diagndsticas serolégicas y
moleculares para la deteccion temprana del VIH (95), asi como el blanco de nuevos
biosensores y nanotecnologias en desarrollo (96-98).

IV.3.1. Mutaciones comunes significativas

Las mutaciones comunes que resultaron significativas entre los grupos estudiados se
muestran en la figura 7. Se resaltan aquellos cambios que fueron mas frecuentes en los

pacientes tratados, ya que la mayoria de los cambios se aprecian en paciente no tratados.
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Figura 7. Porcentaje de pacientes que presentan mutaciones con diferencias

significativas (p<0,05) en ambos grupos de estudio.

Como se discutird a posteriori a lo largo del desarrollo de esta investigacion, los
resultados de la presente investigacion diferian con lo descrito en la literatura, lo que llevo
a realizar otros analisis para arribar a nuevas conclusiones. Sin embargo, algunas de las
mutaciones detectadas con diferencias significativas y su repercusién para la proteina se
han descrito por diversos autores, como se comentara mas adelante. Segun Funy cols.,
las sustituciones en el codon 128 de p17 (V128T/A/del) se asociaron con la exposicién a
IP in vivo (FPV/ATVIr). El cambio de V por L en esta posicion se observé con mayor
frecuencia en virus del subtipo G de pacientes tratados previamente con IP, en
comparacion con pacientes sin IP. La mutacién V128l también se asocio con un rebote
virolégico en pacientes con un régimen de refuerzo que contenia darunavir y se
correlacion6 positivamente con la presencia de la mutacion en la proteasa V32| (32).

Recientemente, Verheyen y cols., (99) exploraron la prevalencia de polimorfismos y
mutaciones asociadas al tratamiento en los sitios de escision NC/SP2/P6 (431V, 436R,
437V, 449F/H/V, 451T, 452S, 453A/L) entre un gran conjunto de pacientes sin tratamiento
previo, cuyos virus no portaban mutaciones de resistencia primaria (n=1 846). Si bien los
polimorfismos fueron relativamente frecuentes, en particular en la posicion 449y 451, los
residuos involucrados fueron claramente distintos a los mutados, cuyos cambios

aminoacidicos estuvieron asociados al tratamiento. Solo se encontraron tres mutaciones
41



asociadas al tratamiento (436R, 453L y 437V) en mas del 1 % de estos pacientes (8,5 %,
57 %y 1,7 %, respectivamente). En marcado contraste, en un grupo de pacientes sin
tratamiento previo que portaban mutaciones de resistencia primaria a IP la mutacion 431V
se encontrd con una alta frecuencia (22 %), sugiriendo transmision de un virus resistente,
mientras que esta mutacién no excedio el 0,5 % en los pacientes del primer grupo (99).
Como en otros estudios, la mayoria de las muestras eran de pacientes infectados por
VIH-1 de subtipo B. Se observaron diferencias en la prevalencia de mutaciones y
polimorfismos entre virus de subtipo B y no B, aunque el nimero limitado de muestras de

cada subtipo no permitié una asociacion especifica (99).

La frecuencia y la cinética de la aparicion de mutaciones del sitio de escisiéon de Gag
durante el curso de la evolucion de la resistencia del VIH a los IP no se han evaluado
completamente. Varios estudios comparan pacientes sin tratamiento previo y pacientes
con tratamiento previo, y encuentran una mayor frecuencia de mutaciones en el segundo
grupo. Sin embargo, para cuantificar la diferencia, se deben considerar cohortes
relativamente grandes y la definicion del grupo debe indicarse claramente. Verheyen y
cols., (100) comentaron que aproximadamente el 10 % de los pacientes sin tratamiento
previo y sin mutaciones de resistencia primaria (n=275) albergaban mutacion(es)
asociada(s) al tratamiento en los sitios de escision NC/SP2/P6. En el mismo estudio, el
60 % de los pacientes con tratamiento previo que portaban al menos una mutacion de
resistencia primaria (n=225) tenian una o0 mas mutaciones del sitio de escision (100). La
frecuencia parece aumentar con la duracién de la exposicién a los IP, ya que los virus
altamente evolucionados de pacientes que han fracasado en mdltiples lineas de terapia
antirretroviral basada en IP, que portan multiples mutaciones de resistencia en la
proteasa y expresan altos niveles de resistencia, casi siempre portan mutaciones en los
sitios de escisioén de Gag (101). Vale la pena enfatizar que los virus del subtipo B fueron
ampliamente prevalentes en estos estudios. La aparicibn de mutaciones de Gag
especificas del subtipo y su implicacién en el desarrollo de la resistencia merecen una
vigilancia, ya que se pueden observar diferentes cambios aminoacidicos asociados a la
resistencia en virus genéticamente distintos. Como ejemplo, un estudio reciente en
pacientes infectados con el subtipo G (n = 21) sugiere que el polimorfismo frecuente 453T
favorecié la seleccion de 453l en lugar del cambio 453L asociado al tratamiento

observado en los virus del subtipo B (102).
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Debido a que hasta hace poco las mutaciones en Gag se consideraban esencialmente
cambios compensatorios en lugar de verdaderas mutaciones de resistencia, la mayoria
de los ensayos genotipicos de resistencia no tienen en cuenta estas mutaciones en sus
algoritmos de interpretacion. Estos algoritmos se basan principalmente en correlaciones
entre la respuesta al tratamiento con IP y el genotipo. Ademas, si las mutaciones en el
sitio de escision de Gag emergen en el contexto de secuencias de proteasa muy mutadas,
es probable que su impacto estadistico individual en la respuesta clinica se vea
confundido por el genotipo general de la proteasa. Sin embargo, existen algunos indicios
de que la presencia de mutaciones en el sitio de escision de Gag puede correlacionarse
con el resultado virologico en pacientes en los que la terapia de primera linea con IP ha
fracasado y en los que la terapia de rescate implica otro compuesto de la misma clase.
Esto sugiere ademas que estas mutaciones no solo afectan la aptitud viral, sino que

también podrian actuar como mutaciones de resistencia auténticas (103, 104).

Codofier y cols., describieron también la presencia de mutaciones en el sitio de escision
de Gag en las posiciones A431V, K436E e 1437V/T, las que confirieron resistencia a los
IP en ausencia de mutaciones de resistencia a los farmacos en el sitio activo de la
proteasa. Otros cambios descritos por estos autores se dieron en los residuos centrales
de la matriz de Gag (R76K, Y79F y T81A), lo que asociaron directamente con una menor
susceptibilidad a los IP y una mayor capacidad replicativa viral. Este hecho, también
llamado vias de resistencia a los IP "alternativas", incluye mutaciones en la cola
citoplasmatica de gp4l, las que pueden alterar las interacciones entre gp4l y Gag,
afectando asi la entrada viral (92). Otros estudios previos evidencian la importancia de
Gag en los mecanismos de susceptibilidad a los IP y respaldan la asociacion de Gag y la
proteasa como una unidad funcional. Ademas, estos estudios demuestran que, a pesar
de los muchos afios transcurridos desde la introduccion de los IP, los determinantes del
fracaso viroldgico no se han caracterizado por completo (92). En la presente
investigacién, de las mutaciones descritas anteriormente, solo se detectd el cambio Y79F
en P17 con una diferencia estadistica en el grupo de pacientes no tratados, lo que hace
pensar en si estamos en presencia de una resistencia natural o un polimorfismo de alguna
de las variantes genéticas cubanas.

Los resultados del presente trabajo coinciden con los hallazgos de Li y cols., quienes

encontraron las posiciones 12, 15,54y 67 de pl7,la 6y la 116 de p24, la 8 de p2, la 12,
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17y 21, 22, 30 y 39 de p6 altamente polimorficas en un estudio publicado en el 2014
(14).

IV.3.2. Mutaciones de resistencia por grupo de estudio

Entre las motivaciones fundamentales del presente estudio estaba conocer si se
encontraban las mutaciones relacionadas con resistencia a los IP d escritas en gag y si

estas se podian asociar a las que estaban presentes en los virus con resistencia

demostrada a IP en el grupo de pacientes tratados.

Primeramente se realizo el calculo de la frecuencia de mutaciones en gag descritas en la

literatura asociadas a resistencia a los IP en ambos grupos (Figura 8).

90
30 uno tratados mtratados
70
60
§50
S 40
®
o 30
20
" di
0 M . - i
Y W 5 o O W Z2 > X 0o 35 O 0o > CLZ—JU)
N 5 & © =~ & = =2 6 oo - Qv - T e v
58;2%%E£:“5F282>Jw&F
- T o « ¢ -
X —
p17 p24 p2 p7 p1 p6

Figura 8. Porcentaje de pacientes que presentan mutaciones asociadas a resistencia en

gag en ambos grupos de estudio.

Solo resultaron significativos los cambios en P7 en la posicion 3y en P17 en la posicion
12, mutaciones que contradictoriamente fueron mas frecuentes en los pacientes no
tratados, mientras que el cambio en la posicion 128 de P17 fue significativamente mas
frecuente en el grupo de los pacientes tratados. Como se puede apreciar en la figura 8
algunos cambios en p7 solo se encontraron entre los pacientes tratados (posiciones 25,
51y 54). De las 20 posiciones exploradas, relacionadas con resistencia en gag, 12 fueron

mas frecuentes en el grupo de pacientes tratados (12/20, 60 %).
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Fun y cols., 2012 encontraron en el sitio de corte pl/p6 la sustitucion en el codén 453
(P5L) que se observa con frecuencia durante el tratamiento con IP. Las mutaciones en la
posicion 453 se han asociado con la exposicion in vivo a todos los IP descritos (64). Las
mutaciones en dicha posicibn a menudo se observan junto a otras mutaciones en la
proteasa, como la D30N, 150V, 184V, N88D y L90M. En el presente estudio se encontro

con mayor frecuencia en los pacientes tratados.

En ese mismo trabajo de Fun y cols., se describe que la seleccion de S373P (S10P)
(p2/NC) coincide con la introduccién de LPV/r en el tratamiento de un paciente (64). Este
evento se describe en el presente estudio con una ligera diferencia a favor del grupo de

pacientes tratados.

Funy cols., también detectan la presencia del cambio S373P (S10P) (p2/NC) antes de la
seleccion de A431V (A54) (NC/pl) y V82F en la proteasa después de la introduccion del
indinavir (64). La presencia de S373P antes de la introduccion del inhibidor mencionado
podria estar asociada con la naturaleza polimérfica de este residuo en individuos sin
tratamiento previo, como igualmente se aprecia en el presente estudio. Por lo tanto,
S373P podria seleccionarse en ausencia de IP, confiriendo asi una ventaja transitoria

para la seleccién de mutaciones de resistencia a la proteasa.

Dado que el trabajo publicado por Fun y cols., mostrd el seguimiento de un grupo de
pacientes antes y después de la introduccion de los inhibidores de la proteasa en el
tratamiento de los mismos, les permitié observar la aparicion y/o acumulacion de algunas
mutaciones y estudiar su efecto sobre las mutaciones en gag. Esto les facilitd describir
que la suma gradual de 1376V (113V) (p2/NC), V128l (p17/p24) y P453A (P5) (p1/p6),
respalda la aparicion de patrones mutacionales complejos en la proteasa, incluidos I54A,
V82F, 184V y L90M (64). Todas estas mutaciones descritas por ellos fueron encontradas

en el presente trabajo con mayor frecuencia en el grupo de los pacientes tratados.
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En la figura 9, se observa la cuantificacién de la resistencia a los IP (en todos los casos

se trata de pacientes tratados con inhibidores de la proteasa con resistencia entre

intermedia y alta), segun las mutaciones detectadas en la proteasa viral y las encontradas

en el gen gag.
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Figura 9. Mapa de calor en el que se muestra un grupo de pacientes con virus resistentes

a los IP (resistencia alta e intermedia), las mutaciones asociadas a resistencia en la

proteasa viral y las mutaciones asociadas a resistencia en gag. Leyenda: SQV:

saquinavir, IDV: indinavir, NFV: nelfinavir, FPV: fosamprenavir, LPV: lopinavir, ATV:

atazanavir, TPV: tipranavir, DRV: darunavir, RTV: ritonavir.
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Los primeros hallazgos de mutaciones en los sitios de escision de Gag durante la
deteccion de resistencia a los IP fueron realizados por Doyon y cols., en virus sometidos
a seleccion in vitro por inhibidores experimentales BILA 1906 BS y BILA 2185 BS. Las
mutaciones se localizaron dentro de los dos sitios de escision que definen el péptido SP2
entre NC y Gag p6. En un experimento con BILA 1906 BS, se observo una sustitucion de
L a F en la posicién P1 del sitio de escision SP2/p6, designada como L449F cuando se
numero de acuerdo con la secuencia completa de aa de la poliproteina Gag. Se encontro
gue esta mutacion emergia poco después de la seleccion de tres mutaciones en la
proteasa, incluida la mutacion 184V. En un segundo experimento con BILA 2185 BS, se
seleccion6 nuevamente la mutacion L449F, pero poco después aparecieron las
mutaciones duales Q430R y A431V en las posiciones P3 y P2, respectivamente, del sitio
NC/SP2. Curiosamente, la presencia de estas mutaciones tuvo un claro efecto en la

cinética de replicacion del virus, pero no se observaron cambios en la CI50 (105).

También se encontraron mutaciones en el sitio de escision de Gag en virus de pacientes
tratados. En una serie de muestras de sujetos tratados con indinavir en quienes el
tratamiento no logré controlar la replicacion del VIH, Zhang y cols., observaron la
aparicién temprana de la mutacion A431V en el sitio de escisibn de NC/SP2 en tres
pacientes, mientras que la sustitucion L449F en SP2/p6 se observé en un momento

posterior en un paciente (106).

En otro estudio que incluy6 a 16 pacientes en los que fracasé el tratamiento con ritonavir
0 saquinavir, Mammano y cols., observaron la presencia de la mutacibn A431V en
NC/SP2 en dos casos y la mutacion de L449F en SP2/p6 se observé en uno. Un estudio
adicional sobre la capacidad replicativa de clones provirales recombinantes que portaban
proteasa-Gag o0 proteasa sola revelé que las secuencias de Gag mutadas pudieron
compensar, al menos parcialmente, la pérdida de la aptitud replicativa conferida por las
proteasas mutadas clonadas. El rescate de la capacidad replicativa del virus se asocio, y
supuestamente se debid, a una mejor escisién en el sitio mutado por las proteasas
resistentes. Por lo tanto, se aceptd que el papel de las mutaciones en el sitio de escision
de Gag estaba esencialmente relacionado con la capacidad replicativa o la eficacia

bioldgica del virus (107).
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Varios estudios sefialan la importancia de las mutaciones del sitio de escision de Gag en
la evolucion de la resistencia del VIH-1 a los IP (103, 108, 109). Se observaron nuevas
mutaciones, algunas de las cuales se encuentran muy cerca de los sitios de escision, en
particular la mutacion 1437V del sitio NC/SP2, y la mutacion P453L del sitio SP2/p6 (110,
111). Se identificaron fuertes asociaciones entre algunas de estas mutaciones en Gag y
mutaciones especificas de resistencia a la proteasa. De hecho, mientras que las
mutaciones de Gag A431V e 1437V se asocian casi constantemente con genotipos de
resistencia a los IP que incluyen la mutacion V82A, la mutacion L449F en Gag se observa
con mayor frecuencia en asociacion con 184V en la proteasa (16, 103). Incluso se ha
sugerido, pero no se ha demostrado claramente, que la aparicion de la mutacion 184V
podria en realidad ser favorecida por la mutacion preexistente L449F en Gag (16).

La P453L, que se puede ver en algunas secuencias primarias de VIH-1 de pacientes sin
tratamiento previo, puede no obstante, surgir en asociacion con la mutacion 184V o con
la mutacién especifica de amprenavir 150V (111). Estas asociaciones se validaron y
ampliaron en una encuesta relativamente grande (500 pacientes) que comparo las
secuencias del sitio de escision de Gag de pacientes sin tratamiento previo y con
tratamiento previo (100). Las mutaciones mas frecuentes en el sitio de escision NC/SP2
(A431V e 1437V) asociadas a la terapia se observaron en asociacién con mutaciones en
la proteasa en las posiciones 82 y 54, mientras que las mutaciones principales en el sitio
de escision SP2/P6 (L449F y P453L) se encontraron en el contexto de las mutaciones de
proteasa D30N o 184V. No se deben esperar asociaciones mas estrechas, debido a los
multiples pardmetros que rigen la aparicion de mutaciones en PR y Gag, como el inhibidor
especifico utilizado, el orden de exposicion a diferentes inhibidores, la duracion del
tratamiento y los polimorfismos de Gag preexistentes (100). Finalmente, no existe un
conflicto de mecanismo ni evolutivo aparente entre las mutaciones que afectan a los sitios
NC/SP2 o SP2/p6. No obstante, algunos datos sugieren que las mutaciones A431V e
1437V, ambas favorecidas en el contexto de la mutacién de la proteasa V82A, no se

observan en los mismos genomas y podrian ser incompatibles entre si (101).

Ademas del efecto bien documentado de las mutaciones del sitio de escision de Gag en
la pérdida de la aptitud viral asociada a la resistencia, se ha acumulado evidencia de que
estas mutaciones también podrian afectar directamente la susceptibilidad del VIH-1 a los

IP de una manera que es independiente de su efecto en la aptitud. En su estudio de 1997
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realizado por Zhang y cols., los autores observaron que la presencia de la mutacion
A431V en NC/SP2 podria mejorar la cinética de la replicacion viral no solo en ausencia
de indinavir, sino también en presencia de concentraciones moderadas de ese farmaco
(106). De igual forma, Carron de la Carriére y cols., observaron que la presencia de la
misma mutacion A431V mejoro fuertemente el perfil de ventaja selectiva de algunos
mutantes de proteasa en presencia de ritonavir, un parametro que refleja la capacidad de
las variantes virales para superar al virus de tipo salvaje de acuerdo con la concentracion
del farmaco en el cultivo (112). En linea con estos hallazgos anteriores, Maguire y cols.,
al estudiar el efecto de la mutacién Gag P453L en virus que portan la mutacion de la
proteasa 150V, especifica de amprenavir, observaron nuevamente que mas alla de
simplemente corregir la aptitud viral, la mutacion en Gag también podria aumentar
significativamente la Cl 50 de amprenavir en estos mutantes (111). Finalmente, Prado y
cols., informaron que la mutacién L449F en Gag, en el contexto de las mutaciones
seleccionadas por amprenavir, L10F/I84V, aumentd la resistencia fenotipica a todos los
IP probados (113). Sin embargo, en estos cuatro estudios no se determiné claramente
hasta qué punto el aumento de la resistencia dependia o era independiente del efecto de
las mutaciones en Gag sobre la aptitud viral. Este punto fue resuelto por dos estudios
recientes (114, 115), que demostraron claramente que las mutaciones del sitio de
escision de Gag, independientemente de su papel en la aptitud viral, deben considerarse

mutaciones auténticas de resistencia a IP.

En la figura 10 se muestra un esquema confeccionado a partir de los resultados obtenidos
a partir del calculo del coeficiente V de Cramer. Con el coeficiente de Cramer se buscé si
existia asociacion entre las mutaciones presentes en la proteasa viral de los pacientes
tratados y aquellas encontradas en las proteinas derivadas del gen gag en el mismo
grupo de pacientes. Esta prueba establece la fuerza de asociacion entre dos variables.
Solo se muestran las asociaciones entre aquellas mutaciones conocidas/descritas por la
literatura relacionadas con resistencia o con los sitios de unién al farmaco. Las
asociaciones encontradas fueron de moderadas (valores de 0,1 - 0,3) a pequefas

(valores de 0,0 - 0,1), debido a que se buscaron asociaciones individuales.
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Figura 10. Mutaciones en el gen gag que se asociaron (p< 0,05) con mutaciones de
resistencia en el gen pol en pacientes tratados. Leyenda: Letra azul: asociadas a sitios

de unidn al farmaco, Letra negra: asociadas a resistencia en gag.

Li y cols., describieron desde el 2014 la presencia de cambios en gag que podian
modificar la respuesta a los inhibidores de la proteasa, asociados con la aparicion de

mutaciones de resistencia a los IP (14).

Fun y cols., encuentran que las mutaciones en la posicién 453 se han asociado con la
exposicion a IP in vivo para amprenavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, indinavir y
saquinavir. Se observa con frecuencia junto con las mutaciones en la proteasa viral:
D30N, 150V, 184V, N88D y L90M. P453L no confiere resistencia por si sola, pero potencia
la resistencia a los IP en combinacién con las mutaciones en la proteasa 150V e 184V a
NFV, APV y SQV, y a todos los IP en combinacion con LO90OM (64).

La asociacion observada entre la exposicién a IP y las mutaciones en los CS de Gag
indica la estrecha relacion entre la PR viral y los sitios de escision en la proteina Gag, y
su contribucion para escapar de la presion de los IP. El efecto de las mutaciones en estas
posiciones sobre la susceptibilidad a los IP se ha estudiado en detalle. Los andlisis
estructurales y funcionales de la eficiencia de procesamiento de los sustratos mostraron

un mejor procesamiento y/o mayores afinidades de union previstas para los sustratos
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mutantes. Se cree que un procesamiento mejorado de Gag altera el equilibrio entre el

inhibidor de la proteasa y Gag (116).
IV.3.3. Mapas de Calor

El VIH es uno de los patdogenos con mayor diversidad genética debido a sus altas tasas
de mutacion y recombinacion, su gran tamafo poblacional y su rapida tasa de replicacion
(84, 117). El VIH-1 es responsable de la mayoria de las infecciones a nivel mundial y se
ha dividido en cuatro grupos (M, N, Py O), siendo M el relacionado con la actual pandemia
(84). Este grupo se ha subdividido en 10 subtipos (A-D, F-H, J-L), 8 subtipos (A1, A2,
A3, A4, A5, A6, F1, F2) (118) y al menos 150 formas recombinantes circulantes (CRF)

(Los Alamos Nacional DB, https://www.hiv.lanl.gov/) e innumerables formas

recombinantes Unicas (URF). Las CRF son virus recombinantes intersubtipo detectados
en tres 0 mas individuos no vinculados epidemiolégicamente y las URF son genomas
recombinantes intersubtipo complejos encontrados solo en un sujeto infectado por el VIH.
La aparicion de nuevas variantes del VIH (principalmente CRF y URF) y la propagacion
de subtipos no B y recombinantes del VIH-1 en esta pandemia plantean un desafio para

la precision y la eficiencia de las herramientas de diagnostico y tratamiento (119).

En la epidemia cubana se han descrito cinco CRF, dos generadas en Africa (CRF18_cpx
y 19 cpx) y tres originadas en la isla (CRF_BGs) (120-122). A pesar de que se han
descrito multiples URF (83, 88, 91), el hecho de no contar con secuenciacion completa

del genoma, ha impedido el hallazgo y la descripcién de nuevas formas recombinantes.

La CRF19 cpx es una forma recombinante de los subtipos D, A1 y G del VIH-1. Se
detecté por primera vez en Cuba en 1999 cuando se muestrearon cuatro individuos
epidemiolégicamente no relacionados (diagnosticados en 1997). Casado y cols.,
propusieron el origen africano de este recombinante, dada su homologia con un
recombinante intersubtipo AG de Camerun y un virus subtipo D de Gabdén (120). Sin
embargo, mientras que la CRF19 ha mantenido una prevalencia muy baja en el
continente africano a través de todos estos afos, el virus se ha propagado con éxito en
Cuba, colocandolo entre los subtipos circulantes mas prevalentes (49, 89). En un estudio
anterior por Kouri y cols., (7) se encontré, ademas, que la CRF19 causa una progresion

particularmente rapida a sida (<3 afios después de la seroconversion, versus 5 a 10 afios
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para otros subtipos y CRF) y estd asociado con resistencia a los medicamentos en

numerosos pacientes recién infectados (123).

Como ya se ha explicado, en el presente estudio se encontr6 un mayor nimero de
cambios aminoacidicos y mutaciones asociadas a resistencia en el gen gag entre los
pacientes no tratados, por ello se confeccionaron mapas de calor en los que se graficaron
los cambios aminoacidicos contra el subtipo viral (general y por grupos), que se muestran
en las figuras 11 (para las proteinas P1, P2 y P7), 12 (para la proteina P6), 13 (para la
proteina P17) y 14 (para la proteina P24).

Se destaca en los mapas algunos de los cambios detectados con mayor frecuencia en el
grupo de pacientes no tratados (encuadrados). Como se aprecia muchos de los cambios
se dan en los recombinantes (BG, 18 y 19), los que se encuentran numéricamente en

mayoria en este grupo mencionado con anterioridad.

Troyano-Hernandez y cols., en el 2022, encontraron marcadores especificos Unicos en
nueve variantes del grupo M: CRFs_24 BG, 42_BF, 63_02A, 65 _cpx, 83 cpxy 90 BF1,
subtipos A3 y A6, y subtipo F. Estos marcadores se conservaron en mas del 75 % de las
secuencias de la variante correspondiente y eran Unicos para esa variante (119). Dado
gue la evolucioén viral es el resultado de presiones selectivas para la adaptacion sobre la
alta diversidad del VIH, ellos consideraron que esos marcadores se fijaron durante la
evolucion del VIH debido a diferentes presiones selectivas cuando se originaron estas

variantes.
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Finalmente, y para demostrar en la presente investigacion que la mayoria de los
pacientes en el grupo de no tratados eran formas recombinantes, se muestra la figura 15

gue representa la frecuencia de pacientes por subtipos virales identificados en pacientes
tratados y no tratados.
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Figura 15. Frecuencia de pacientes por subtipos virales identificados en pacientes
tratados y no tratados.

Un estudio llevado a cabo por la Lic. Dianne Diaz entre 2024-2015, titulado
“Caracterizacion genética de la region V3 de la molécula gp120 del VIH-1 y prediccién
del fenotipo viral”, en el que se incluyeron 100 plasmas de pacientes infectados, comenté
también la elevada frecuencia de mutaciones en la region V3 que confieren cambio de
tropismo y/o resistencia a Maraviroc, relacionada con diferentes variantes genéticas de
VIH-1. El estudio concluy6 que este hallazgo podria proveer una via genética diferente
para el desarrollo de resistencia y cambio de tropismo. Afilos mas tarde, la Lic. Anamary
Batista realiza un estudio titulado “Prediccion del Tropismo en variantes virales de VIH-1
gue circulan en Cuba. 2017-2019. Implicaciones para la patogenia de la infeccion y la
respuesta al Maraviroc”, en el que se estudiaron 96 plasmas, encontrando nuevamente
una elevada frecuencia de polimorfismos y mutaciones que confieren resistencia a
Maraviroc en las regiones V2 y V3 del VIH-1 de las formas recombinantes cubanas. El
trabajo concluyé que ello podria estar relacionado con la existencia de una resistencia

natural a este antirretroviral. Debido a la amplia variabilidad presente en la epidemia
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cubana y los hallazgos de los estudios previos seria importante profundizar en las
implicaciones que esta diversidad tiene sobre los cambios encontrados en los diversos

genes estudiados y su relaciéon con la resistencia a los ARVs en uso.

Como se puede observar en los resultados del presente trabajo un gran numero de
pacientes no tratados estaban infectados con formas recombinantes, lo que pudiera
justificar algunos de los resultados aqui presentados. Sin embargo, el papel real de esta
diversidad conlleva a andlisis mas profundos donde se homogenicen los grupos a
estudiar, el tipo de infeccion de cada paciente y la implicacion de las mutaciones no solo

genotipica sino también fenotipicamente, entre otras variables a considerar.
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V. CONCLUSIONES

e El grupo de individuos estudiados refleja las caracteristicas de la epidemia cubana de

VIH-1, con predominio del sexo masculino y preferencia sexual HSH.

e El grupo de estudio muestra una inmunosupresion severa en menos de cinco afios.

e Las variantes virales identificadas en el gen gag evidencian la elevada diversidad

genética, con superioridad de las formas recombinantes.

e Se demuestra el mantenimiento en el tiempo de las formas recombinantes Unicas, a

expensas de la alta variabilidad genética de la epidemia de VIH-1 en Cuba.

e Los hallazgos confirman la elevada conservacion de la proteina p24 del VIH-1,
sugiriendo su papel como posible blanco terapéutico para el nuevo antiviral

Lenacapavir.

e Se evidencia que las mutaciones en el gen gag tienen implicaciones en el fracaso

virolégico a los IP.

e Las mutaciones de resistencia identificadas no demostraron un patron relacionado con
la presion del farmaco, por lo que los cambios observados en los virus de pacientes
no tratados pudieran estar relacionados con una alta variabilidad natural de las formas

recombinantes cubanas y no con la presion farmacologica.
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VI. RECOMENDACIONES

e Incrementar el nimero de individuos para homogenizar los subtipos del VIH-1 en los

grupos de pacientes tratados y no tratados.

e Realizar andlisis filogenético del genoma completo del VIH-1 en las muestras de
pacientes cubanos, para definir nuevas formas recombinantes con implicacion en las

técnicas de diagndstico molecular y para pruebas de resistencia.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. Secuencias de los cebadores empleados en el estudio.

Amplicén Cédigo de | Secuencia 5’- 3’
cebadores
Gag-Pol RT-PCR KVL064 GTT GTG TGA CTC TGG TAA CTA GAG ATC CCT CAG A
KVL065 TCCTAATTG AAC YTC CCARAARTC YTG AGT TC
PCR anidada KVL066 TCT CTA GCA GTG GCG CCC GAA CAG
KVL067 GGC CAT TGT TTAACY TTT GGD CCA TCC
GAl GAC GCAGGACTCGGCTTGCT
AV103 GCC ATATCACCT AGAACTTT
AV159 GGG GTT AAA TAA AAT AGT AAG
Secuencia G110 AGG CTAATT TTT TAG GGA
KVL078 CATTCCTGG CTTTAATTTTAC TG
KVLO79 GTGTCCTTCCTT YCCACATTT CC
KVL080 CCC ATT CTG CAG CTT CCT CAT TG
KVL081 AAT CKT TCY AGC TCC CTG CTT GC




