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RESUMEN

La envoltura del VIH-1 interactia con los correceptores CCR5 y CXCR4 en un proceso
dindmico. La habilidad de un virién para unirse a uno u otro receptor de quimiocina
para entrar a la célula diana tiene significantes implicaciones en la patogenia de la
enfermedad y afecta las opciones de tratamiento. En el presente estudio se incluyeron
96 muestras de plasma pertenecientes a pacientes seropositivos al VIH-1 (tratados y no
tratados) del periodo 2017-2019. Se secuenciaron fragmentos de las regiones env y pol/
del virus. Se analizé el subtipo y la prediccién del fenotipo viral, las mutaciones virales
asi como la relacién del fenotipo y el subtipo con variables clinicas, epidemioldgicas y
viroldgicas. Se obtuvo la secuencia del gen env en 69 muestras (71,88 %). Los subtipos
de VIH-1 detectados con mayor frecuencia fueron el subtipo B, el CRF19_cpx y los
CRF_BG (20, 23, 24). Doce muestras (20,7 %), que presentaron un subtipo viral
diferente entre ambos genes fueron consideradas como URFs. El virus CRF18 cpx fue el
mas representado formando parte de las URFs (7/12, 58,3 %, p=<0,05, OR: 63, IC: 6,3-
622). La URF mas frecuente fue la combinacién de CRF18_cpx/CRF19_cpx, todas
observadas entre los pacientes no tratados (42,8 %). El subtipo C (p=0,0318, OR: 9,680,
IC: 1,43-52,34) y el recombinante CRF19_cpx (p=0,0234; OR: 4,233; IC: 1,15-15,52),
mostraron asociacion significativa con virus que utilizan el correceptor X4 y R5X4/X4,
respectivamente. El 78,26 %, presentaron al menos una mutacién asociada a
resistencia a maraviroc, a pesar de que los pacientes no habian recibido terapia previa
con este farmaco. El elevado porcentaje de mutaciones y/o polimorfismos observado
en las secuencias cubanas, tanto del lazo V2 como V3 advierten la necesidad de evaluar
a profundidad, con estudios fenotipicos, la susceptibilidad del VIH frente a los

inhibidores de los correceptores.



Listado de abreviaturas

A: Alanina

aa: Aminoacidos

Ac: Anticuerpo

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario

ALVs: Virus de la leucosis aviar (del inglés,avian leukosis virus)

ARN: Acido ribonucleico
ARNm: Acido ribonucleico mensajero
ARV: Antirretroviral

BMGE: Del inglés,block mapping and gathering with entropy

CCRS5: C-C receptor de quimiocinas tipo 5
CXCR4:C-X-C receptor de quimiocinas tipo 4

CD4: Grupo de diferenciacidn celular (del inglés, cluster of differentiation)

CDC: Centro para el Control de las Enfermedades de Atlanta (del inglés,Centers for

Disease Control and Prevention).

CICDC: Centro de Investigaciones Cientificas de la Defensa Civil
CMSP: Células mononucleares de sangre periférica

CRFs: Formas recombinantes circulantes (del inglés, circulating recombinant forms)

CV: Carga viral

D: Acido aspartico

E: Acido glutamico

EDTA: Etilendiaminotetracético

ETS: Enfermedades de Trasmisidn Sexual
dNTP: Desoxi-ribonucleétidos trifosfatados

FelLVs: Virus de la leucemia felina (del inglésfeline leukemia viruses)

FDA: Administracién de Drogas y Alimentos (del inglés, Food and Drug Administration)

FRs: Formas recombinantes



FPR: Probabilidad de identificar incorrectamente un virus R5 como X4 (del inglés, false
positive rate)

G: Glicina

G2P: Geno2pheno

GTR: Tiempo reversible general (del inglés,general time reversible)

H: Histidina
HTLV-III: Virus Linfotrépico Humano de Células T tipo Il (del inglés,human T-cell

leukemia virus type lll)

HSH: Hombres que tienen sexo con otros hombres
I: Isoleucina

IC: Intervalo de confianza

IN: Integrasa

IS: Inductoras de sincicios (del inglés, syncytium inducing)

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversas no analogos de nucledsidos
IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

K: Lisina

L: Leucina

LAV: Virus asociado a linfoadenopatia (del inglés, lymphadenopathy associated virus)

LT: Linfocito T

LTR: Terminacioneslargas repetidas (del inglés, long terminal repeat)

M: Metionina

MCP-2: Del inglés,monocyte chemotactic protein two

Mg: Magnesio

MgCl,: Cloruro de magnesio

MgS0,: Sulfato de magnesio

MHC | y II: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y Il (del inglés,major

histocompatibility complex).

MINSAP: Ministerio de Salud Publica

MIP-1a:: Del inglés,macrophage inflammmatory protein one alpha




MIP-1 B: Del inglés,macrophage inflammatory protein one beta

MLVs: Virus de la leucemia murina (del inglés, murine leukemia viruses)

MVC: Maraviroc

NIS: No inductoras de sincicios (del inglés, non-syncytium inducing)

nm: Nandmetros

NP: No progresores

OR: Razones de desigualdad (del inglés, odd ratio)

ORF: marcos abiertos de lectura (del inglés, open-reading frames)
P: Prolina

pb: Pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)

PR: Proteasa viral

PRap: Progresores rapidos
PT: Progresores tipicos

Q: Glutamina

R: Arginina

RANTES: Del inglés, regulated upon activation normal T-cell expressed an secreted

RIC: Rango intercuartil
RT-PCR: Reverso transcripcion/Reaccidn en cadena de la polimerasa
S: Serina

SDF-1: Del inglés,stromall cell derived factor-1

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
SIVsmm: Virus de inmunodeficiencia de los simios mangabey tiznados
SVM: Del inglés Support vector machine

T: Treonina

TI: Transcriptasa inversa

TARVAE: Terapia antirretroviral de alta eficacia



URFs: Formas Recombinantes Unicas (del inglés,unique recombinant forms)

V: Valina

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VIH-1: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
VIH-2: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2

W: Triptéfano
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| INTRODUCCION

En 1981, se reportaron en Estados Unidos y Europa los primeros casos del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (sida), representando el inicio de una de las pandemias mads
grandes en la historia de la humanidad. En 1983 se descubre el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), perteneciente a la familia Retroviridae, género Lentivirus, reconocido como
agente etioldgico de la enfermedad (1). Desde el comienzo de la epidemia 77,3 millones [59,9—
100 millones] de personas contrajeron la infeccion por el VIH y 36,9 millones [31,1-43,9
millones] de personas se encuentran actualmente viviendo con VIH a nivel global, 25,7 de ellas
en Africa. Durante el 2017 ocurrieron 1,8 millones de nuevas infecciones y 940 000 muertes
relacionadas con el sida (2).

El sida es una pandemia global causada por dos lentivirus el VIH-1 y VIH-2, que muestran
similares morfologia, tropismo y modos de transmision; pero son genética y antigénicamente
divergentes. El VIH-1 causa alrededor del 95 % de todas las infecciones, mientras que el VIH-2
esta limitado principalmente a paises de Africa (3).

El VIH-1 es altamente variable genéticamente, debido a tres factores fundamentales; carencia de
actividad correctora de errores de la reverso transcriptasa, tiempos cortos de replicacién y
recombinacién genética (4). El VIH-1 se clasifica en cuatro grupos distintos: M (main), O (outlier),
N (no-M, no-0) y P que fue identificado mas recientemente. Los virus pertenecientes al grupo M
son los mayores responsables de la infeccidn global y cuenta con nueve subtipos puros (A, B, C,
D, F, G, H, J y K), presenta ademdas 98 formas recombinantes circulantes (CRFs, del inglés

circulating recombinant forms) y numerosas formas Unicas recombinantes (URFs, del inglés

unique recombinant forms) (5, 6).

El altamente estructurado ARN viral 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 (matrix, cdpside, nucleocdpside 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 transactivador de la transcripcion (tat) y regulador de la expresién de
proteinas virales (Rev)) o accesorias (factor negativo (Nef), proteina viral R (Vpr), proteina viral U

(Vpu) y factor de infectividad del virién (Vif)) (7).




El gen po/ de VIH es uno de los mds conservados dentro del genoma viral y codifica para las
proteinas virales con funcién enzimdtica (transcriptasa inversa (Tl), proteasa (PR) e integrasa
(IN)), las que constituyen el blanco de la mayoria de los medicamentos antirretrovirales (ARV)
descritos hasta el presente (7).

El gen env juega un papel importante en la infeccién y el reconocimiento antigénico y su
variabilidad ha sido el principal obstaculo para el desarrollo de nuevos candidatos vacunales y
nuevas estrategias terapéuticas. El lazo V3, presente en el gen env, es un componente de la regién
de unién al receptor de quimiocinas y es el mayor determinante del uso del correceptor. La
importancia funcional de V3 esta en el hecho de que una delecién en V3 puede cambiar
completamente la infectividad del virus. En contraste V2 no es esencial para la infectividad, sin
embargo participa en varias funciones de env, los cambios en la longitud y en los patrones de
glicosilacion permiten al virus escapar de la neutralizacién mediada por anticuerpos especificos
para V3 (8).

Las variantes virales que utilizan el C-C receptor de quimiocinas tipo 5 (CCR5) se caracterizan en
cultivos celulares por ser no inductoras de sincicios (NIS), tener baja tasa de replicacidn,
tropismo por macréfagos y predominan en las primeras etapas de la infeccidn, catalogandose
como virus con fenotipo R5. Aquellos virus que emplean el C-X-C receptor de quimiocinas tipo 4
(CXCR4) para la entrada a la célula, infectan principalmente células T y se destacan por su
habilidad para la induccidn de sincicios (IS), tienen alta tasa de replicacidon y predominan en la
fase tardia de la enfermedad, clasificdndose como virus con fenotipo X4 . Existe a la vez un grupo
de virus que se clasifican con fenotipo dual (R5X4) por su capacidad para unirse tanto al
correceptor CCR5 como al CXCR4. Se considera que esta es una fase transitoria en la evolucién
del virus R5 a X4, aunque fenotipicamente se comportan como virus X4 (9). El VIH ha
demostrado su capacidad para cambiar el tropismo durante el curso de la enfermedad, proceso
que el virus utiliza adaptativamente para propagarse en presencia de antivirales (10).

El acceso limitado a los ARV en algunas partes del mundo, los niveles suboptimos de adherencia,
resistencia y el fallo de terapia, son algunos de los problemas existentes a los que hay que
prestarle atencién en el manejo del VIH (11).

El Maraviroc (MVC) es la Unica droga del grupo de los antagonistas de los correceptores, aprobada

por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, del inglés Food and Drugs Administration) de




Estados Unidos, para el tratamiento de la infeccidon con variantes R5 de VIH-1. Es el primer ARV
que tiene como diana una proteina del hospedero en vez de una proteina viral. Su mecanismo de
accién consiste en una inhibicidn alostérica de la unidn de la glicoproteina gp 120 al correceptor
CCR5 impidiendo la entrada del virus a la célula (12). A pesar de que esta droga comenzé a
utilizarse en el 2007 ya se ha informado la existencia de variantes genéticas de VIH-1 resistentes al
MVC. Aunque los mecanismos por los cuales esto ocurre no estdn claros alun, se conoce que un
grupo de mutaciones en el lazo V3 de la glicoproteina gp 120 estan asociadas a la resistencia.

En Cuba, los primeros casos de VIH se diagnosticaron en el afio 1986. Segun datos de la Vice
direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica (MINSAP), hasta el mes de diciembre
del 2018 se han reportado 31 264 personas infectadas con VIH y viviendo con VIH, 25 494 (82 %).
El sexo masculino es el mas afectado y representa el 80,5 % (25 161/31 264) del total de casos
de la epidemia. Los HSH representan el 60,02 % del total de casos diagnosticados (18 767/31
264) y el 74,59 % (19 921/22 880) entre los del sexo masculino El 86 % de las personas viviendo
con VIH estan en tratamiento y la meta es llegar al 90 % al cierre del afio 2020 (13).

Se conoce que la epidemia de VIH-1 en Cuba es atipica comparada con el resto de las regiones
de América y el Caribe donde predomina el subtipo B. Esta se caracteriza por una elevada
diversidad de variantes genéticas de VIH-1 incluyendo una alta tasa de CRFs. En la Ultima década
se ha observado la progresion a sida, en pacientes con menos de tres afos de diagndstico, en los
cuales se ha detectado la variante viral CRF19 cpx, la misma se ha asociado con rdpida
progresion a sida, altos valores de carga viral, fenotipo viral X4 y mayores niveles de RANTES
(14).

El presente estudio se enmarca en la caracterizacion genética de muestras de pacientes
seropositivos a VIH-1 y su relacién con el subtipo viral, el tropismo y la resistencia a MVC en

pacientes que no han recibido tratamiento con esta droga.




Il OBJETIVOS

Obijetivo general

Determinar la relacién entre el tropismo de las variantes de VIH-1 que circulan en Cuba, en

pacientes tratados y no tratados, con variables epidemiolégicas, virales y clinicas y las

implicaciones para el uso de inhibidores de los correceptores.

Objetivos especificos

1.

Determinar las variantes genéticas de VIH-1 en los genes pol y env de pacientes cubanos

tratados y no tratados.

Predecir el fenotipo viral a partir de la secuencia genética del lazo V3 de la molécula gp

120 de VIH-1.

Determinar la relacién del fenotipo y subtipo viral con las variables virales,

epidemioldgicas y clinicas de los pacientes tratados y no tratados.

Identificar las mutaciones presentes en las regiones V2 y V3 de la glicoproteina gp 120

del VIH-1y su relacién con la variante viral, el tropismo y la resistencia al Maraviroc.




11l REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 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 mds de veinte especies de primates africanos (15). 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) (15). El VIH-2
estd mas estrechamente relacionado con el virus de inmunodeficiencia de los simios mangabey
tiznados (VIS smm) (15, 16), el cual se encuentra en una alta prevalencia en dichos monos
(Cercocebus atys). Se piensa que el VIH-1 se origind cuando el SIVcpz pasé de los chimpancés al
hombre. Se propone que los chimpancés infectados fueron cazados y consumidos, la sangre
ingresd en las laceraciones o heridas del cazador y luego la cepa del SIVcpz se adaptd a los

humanos, transformandose en VIH-1 (17, 18).

3.2 Historia
A finales de la década del 70 e inicios de los 80, se reportaron en Estados Unidos y Europa, casos

de individuos previamente saludables que mostraban sintomas de disfuncién inmunoldgica. El
nuevo e inusual sindrome fue caracterizado por linfadenopatia generalizada, infecciones
oportunistas (tipicamente pneumonia 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 diferenciacidon celular de linfocitos

TCD4" (del inglés cluster of differentiation) en sangre periférica (7). La comunidad médica fue la

primera en prestarle atencién a esta enfermedad en junio de 1981 cuando el Centro para el
Control de las Enfermedades de Atlanta (CDC, del inglés Centers for Disease Control and
Prevention) reporté la existencia en California de cinco hombres con una inmunodeficiencia

severa en el Morbidity and Mortality Weekly Report (7). Esta notificacion fue seguida por

numerosos reportes que describian a 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 estimulacién con mitégenos 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 (7).

El patréon epidemioldgico que estaba emergiendo sugeria que la nueva enfermedad era
producida por un nuevo patégeno 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 sugirieron
una variedad de microorganismos como posibles agentes causales del sida, como fue llamada
posteriormente esta enfermedad (7). En la primavera de 1983, Montagnier y sus colegas del
Instituto Pasteur reportaron el aislamiento de un agente, de los nddulos 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

lymphoadenopathy asociated virus), se relaciond 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 (7). Gallo y
sus colegas del Instituto Nacional de Salud, reportaron el aislamiento de un retrovirus, de un
paciente sida, el cual fue denominado virus linfotrépico de las células T humanas tipo Il (HTLV-
[, del inglés human T-cell leukemia virus type Ill) y se obtuvo la primera evidencia seroldgica
gue relacionaban a LAV con la inmunodeficiencia que mostraban los individuos de los grupos de
riesgo (7). 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 morfoldgicas y genéticas tipicas del género Lentivirus, fue
nombrado VIH-1 (7). En 1986 un retrovirus relacionado pero inmunoldgicamente 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 (7).




3.3 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 acido ribonucleico (ARN) de simple cadena. Los retrovirus fueron originalmente
clasificados teniendo en cuenta la morfologia de la capside. Las particulas virales son esféricas y
estdn 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
histdricamente usadas como mayor criterio de clasificacién de los géneros. Los tipos de
particulas son cuatro (A, B, Cy D) (19) 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 (20).

Esta vieja clasificacion fue utilizada en definiciones parciales de varios géneros de la familia
Retroviridae, pero el nimero 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, clasificdndolos en retrovirus simples y complejos.
Dentro de los retrovirus simples se encuentran, los alfaretrovirus, betaretrovirus vy
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 (19).

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

signos de la enfermedad (21).

3.4 Estructura del virion
El VIH se caracteriza por poseer la enzima transcriptasa inversa, capaz de sintetizar acido

desoxirribonucleico (ADN) a partir del ARN viral. Es un viridon envuelto que posee una estructura
esférica, con un didametro aproximado entre 100 y 120 nandmetros (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 B-2 microglobulina y las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 y Il (MHC 1 y Il, del inglés major

histocompatibility complex). Debajo de la membrana lipidica, se encuentra la proteina matriz

pl7 que se une alagp 41. Lagp 120 y gp 41 son producidas a partir de la escisién de la gp 160. El
complejo envoltura —glicoproteinas estd compuesta por tres pares de gp 120/gp 41 y es el
encargado de mediar los multiples pasos del proceso de fusiéon de la envoltura viral con la

membrana de la célula diana (Figura 1).
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Figura 1. Estructura lineal de la gp 120
Fuente: Cellular and Molecular Inmunology (8th edition, 2015)

La gp 120 estd compuesta por dominios conservados (C1-C5) y variables (V1-V5), ubicados de
forma alterna, que proporcionan una integridad estructural y funcional, que incluye el sitio de
unién al correceptor. Los residuos de cisteina presentes en la gp 120 son altamente conservados
y forman enlaces disulfuro (19). La regidon de unién de gp 120 al receptor de quimiocinas esta
compuesta por las cadenas B2, B3, 20y B21, el lazo V3 y el doble lazo V1/V2 (8).

El lazo V3 es un componente de la region de unién al receptor de quimiocinas y es el mayor
determinante del uso del correceptor. La longitud de V3 es esencialmente constante de 34-35
aminodcidos. Aunque esta secuencia de aminoacidos es altamente variable excepto en los virus
del subtipo C, donde esta secuencia es bastante conservada, la variacién de las secuencias esta
limitada al 20 % de las posiciones de aminodcidos y se localiza primeramente en dos de las
cadenas B en la corona de V3. La importancia funcional de V3 esta en el hecho de que una

delecion en V3 puede cambiar completamente la infectividad del virus (8).




En contraste con V3, V2 no es esencial para la infectividad, sin embargo participa en varias
funciones de Env, proporciona los motivos que sirven para la uniéon a la integrina a4p7,
contribuye a la formacion de trimeros y participa como parte de los receptores de quimiocinas
de la superficie, también juega un papel crucial enmascarando los epitopes de gp 120, los
cambios en la longitud y en los patrones de glicosilacion permiten al virus escapar de la
neutralizacion mediada por anticuerpos especificos para V3 (8).

Capsida 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).

Figura 2. Estructura de la particula viral de VIH-1.

Fuente: Cellular and Molecular Inmunology (8th edition, 2015)

3.5 Estructura del genoma
El genoma de VIH es de aproximadamente 9.2 kb de longitud y la organizacion bdsica de acidos

nucleicos en la misma tiene las caracteristicas de todos los retrovirus conocidos (Figura 3). Las

secuencias terminales largas repetidas (TLR, del inglés long terminal repeats) que se encuentran

en los extremos 5" y 3, son las encargadas de regular la expresién de los genes virales, de la
integracion del genoma viral al genoma del hospedero y de la replicacién viral. El 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 estdn




unidas entre si por un enlace no covalente. El gen pol codifica para las enzimas TI, PR, e IN, las
cuales son necesarias para la replicacion viral. Como es tipico de los retrovirus el genoma de VIH-
1 contiene seis genes adicionales que también son regulatorios llamados tat, rev, vif, nef,vpr, y
vpu, cuyos productos son encargados de la replicacion viral y la evasién de la respuesta inmune

del hospedero (22).
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sefiales intracelulares que facilitan la replicacién viral.

Figura 3. Organizacién del genoma de VIH-1.

Fuente: Cellular and Molecular Inmunology (8th edition, 2015)

3.6 Ciclo replicativo de VIH-1
El VIH infecta in vivo las células que expresan las moléculas CD4", los linfocitos T, células del

linaje de los monocitos, los macréfagos, entre otras. El primer paso en el ciclo de replicacién, es
la adhesién de la subunidades de gp 120 a la molécula de CD4", lo cual induce un cambio
conformacional que promueve una adhesidon secundaria de gp 120 a un correceptor de
guimiocinas. La unién al correceptor induce un cambio conformacional en gp 41 que expone una
region hidrofdébica, llamada péptido de fusidén, el cual se inserta en la membrana celular y
permite la fusidn de la envoltura viral con la membrana celular de la célula diana (Figura 4) (22) y

la subsiguiente entrada de la capside al citoplasma celular (23).

10



CD4
Membrana
Receptor de célula hospedera
quimiocina
Membrana
VIH & i
e, 1 9p

gp4t— | activado

gp120 ——

CD4 > >

Membrana de gp 41
la célula T péptido
B | de fusion |5

CCR5/ —!

CXCR4 " : = : =
Gp120 unida a la Cambio conformacional Cambio conformacional en Fusion de las membranas
célula TCD4 en gp120 promueve gp41 expone el péptido de viral y celular

unién al receptor de fusion, el cual se inserta en !
quimiocina la membrana de la célula T

Figura 4. Mecanismo de entrada del VIH-1 a la célula hospedera.

Fuente: Cellular and Molecular Inmunology (8th edition, 2015)

Después de la fusidn, en el citoplasma ocurre el desnudamiento viral dependiente de pH, se
eliminan la capside y la nucleocapside quedando libre el genoma viral listo para ser procesado
(24). Posteriormente el ARN es transcripto por la Tl a ADN complementario, que luego se
convierte en ADN de doble cadena y es transportado al nucleo por el complejo de pre-
integracion (22). En la Figura 5 se resumen de forma esquematica, los eventos relacionados con
el ciclo replicativo del VIH-1.

La integrasa viral forma parte del complejo de pre-integracion y transporta al ADN viral desde el
citoplasma hacia el nucleo de la célula hospedera, este ADN integrado es llamado ADN proviral y
cuando la célula se activa, comienza la transcripcién dando lugar a la progenie viral, para lo cual
el ARN mensajero (25) sufre una elongacién en el citoplasma. El proceso de transcripcién y
traduccidn se realiza utilizando la maquinaria celular, resultando en la sintesis de las proteinas
estructurales (21). La transcripcion del provirus por la ARN polimerasa Il, celular, tiene como
resultado un transcripto primario con dos funciones principales, por una parte, servir de
precursor para la formacion de los ARNm y por otra parte, actuar como ARN gendmico que se
incorpora a la capside nuevamente ensambladas (26-29). El ADN proviral puede permanecer
transcripcionalmente inactivo por meses o afios, con poca o ninguna produccidon de nuevas
proteinas virales o viriones y a esta forma de infeccién de una célula individual se le denomina

latente (22).
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Luego de la transcripcién 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 gag vy
las enzimas codificadas por 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 plasmdtica expresando env y glicoproteinas del
hospedero que forman parte de esta envoltura.(22). La proteina tat es necesaria para la
expresion de los genes virales y actla potenciando la produccién de ARNm. La proteina rev por
su parte inicia el cambio de expresion de genes tempranos a tardios, promoviendo la
exportacion del ARN fuera del nucleo (22). El virus abandona la célula por un mecanismo de

gemacion y se efectia la maduracion de la particula viral fuera de la célula (30).

Virion VIH
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membranas viraly
celular, entrada del
genoma viral al
citoplasma

%%Qf )®r/ Citoquina

Reeeptor de ~pa
quimiocina ARM gp 120/ gp 41

v, ; 73
= > 4 Citoplasma i6
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Figura 5. Ciclo replicativo de VIH-1.

Fuente: Cellular and Molecular Inmunology (8th edition, 2015)
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3.7 Tropismo viral y uso de correceptores
La primera quimiocina fue descubierta en 1977 y desde entonces una larga superfamilia ha sido

identificada. Las quimiocinas son pequefias proteinas con numerosas funciones, que incluyen la
inmunovigilancia y el reclutamiento de células inmunes. Se clasifican como C, CC, CXC y CX3C,
dependiendo del nimero de residuos de cisteina presentes en la estructura. La adicion de una R
indica que estamos en presencia de un receptor. Los receptores de quimiocinas consisten en
siete dominios transmembrana con un amino y un carboxilo terminal (31).

Durante la unién de la gp 120 con la célula TCD4" es necesario que ocurran una serie de
modificaciones conformacionales, que dependen de la interaccion adicional de la glicoproteina
con alguno de los dos correceptores, CCR5 y CXCR4 (32). Ambos correceptores pertenecen a la
familia de los receptores acoplados a la proteina G, determinando el tropismo celular (32).

Los virus que utilizan preferencialmente CCR5 (cepas R5 o M-trdpicas), son responsables de la
infeccion primaria. El correceptor CCR5 es expresado principalmente en macréfagos una vez
activados. De manera minoritaria se utilizan CCR2 y CCR3 (32).

Los ligandos naturales de dicho correceptor incluyen MIP-1la (del inglés macrophage

inflammmatory protein one alpha), MIP-1B (del inglés macrophage inflammatory protein one

beta), RANTES (del inglés regulated upon activation normal T-cell expressed an secreted) y MCP-

2 (del inglés monocyte chemotactic protein two). Estos ligandos tienen un efecto supresor de la

infeccidn, ya que tienen la capacidad de impedir la fusién de membranas entre el virus y la célula
diana (31).

Las cepas virales capaces de infectar lineas transformadas de células T y linfocitos CD4"
primarios (T-tropicas o cepas X4), utilizan el coreceptor CXCRA4. Es el receptor de la a-quimiocina

SDF-1 (del inglés stromall cell derived factor-1), que es un potente quimioatrayente de linfocitos

T e imprescindible en la ontogenia de linfocitos B (31, 33). La emergencia de las variantes X4, ha
estado asociada generalmente con una rapida pérdida de los CD4 y la progresién a sida (34).
Muchas células T-trépicas pueden utilizar ambos correceptores, CCR5 y CXCR4 (cepas R5X4)
(Figura 6).

Diferencias entre las cepas virales se reducen a cambios discretos en la secuencia del dominio V3

de la gp 120, asociados con la pérdida de sensibilidad a B- quimiocinas y el uso de correceptores
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diferentes (33). De manera particular las cepas virales que utilizan CXCR4 o CCR5/CXCR4 estan
asociadas con una alta incidencia de desarrollo de sida (32).

En 1996 se identificd una mutacién en el gen del receptor CCR5, delecién de 32 pares de bases
(pb) en la regién correspondiente al segundo dominio extracelular de la molécula. CCR5-A32
origina una alteracién en el marco de lectura y la aparicién de un coddén de parada prematuro
gue da lugar a una proteina truncada, por tanto no se expresa el correceptor en la superficie
celular. Pacientes seropositivos heterocigéticos CCR5-A32, progresan mas lentamente a sida,
gue los portadores homocigdticos. La mutacién ejerce un efecto protector, por la reduccién del
numero de moléculas CCR5 en la superficie celular (31, 33, 35, 36). Esta mutacidn se ve con mas
frecuencia en poblaciones europeas, lo que sugiere que este alelo puede conferir una ventaja
evolutiva, como resultado de la presidn selectiva originada por otras infecciones tales como la

peste bubdnica (Yersinia pestis) o la viruela (Variola virus) (35).

CCR5 CXCR4

Figura 6. Variante del VIH-1 en funcién de su tropismo viral

Fuente: Fedora Grande y cols., 2019

3.8 Historia natural de la enfermedad
La historia natural de la infeccidn por el VIH-1 estd constituida por fendmenos bioldgicos y

clinicos que se producen desde el momento de la infeccion hasta el fallecimiento del paciente,
sin que medie intervencién terapéutica (30).

La infeccion por VIH-1 podemos dividirla en tres etapas sucesivas: (1) primoinfecion, (2) infeccién
persistente asintomatica, e (3) infeccion sintomatica. La ultima se divide en dos: la fase precoz

(complejo relacionado con el sida) y otra tardia (sida) (6).




La primoinfeccidn se caracteriza por un cuadro febril autolimitado (sindrome retrovirico agudo) y
alto nivel de replicacién viral que disminuye al generarse la respuesta inmune, regresando el
cuadro clinico (37). 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 inicidndose entonces la infeccion
asintomatica (38).

La actividad vigorosa del sistema inmune proporciona una amplia demanda de LTCD4" para
soportar la replicacion del VIH-1, aunque datos recientes en animales y humanos sugieren que la
activacion de células T no es un requerimiento absoluto para la infeccién (39). Cuando la viremia
alcanza su mas alto valor, el conteo de células TCD4" disminuye notablemente. Existen hipdtesis
acerca de un balance en la produccién y destruccién 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 correlacién inversa del mismo con el tiempo de progresion de la enfermedad
(40).

En un término de semanas a meses (120 dias en una cohorte), (41) el hospedero logra una
vigorosa respuesta inmune, que parcialmente consigue controlar la replicacion viral,
estableciéndose entonces la etapa asintomdtica. De manera general este periodo tiene una
duracion de entre ocho a 10 afios (42).

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 a diario destruidas. 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 Gltimo, una profunda inmunosupresion
con la aparicion de las infecciones oportunistas y neoplasias que lo caracterizan (40).

Las manifestaciones clinicas de la infeccién 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
infeccidn. La latencia clinica no se acompaiia de una latencia viroldgica, existiendo una marcada

interaccion entre el VIH-1y el sistema inmunoldgico del paciente durante este periodo (43).
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Basado en estudios longitudinales de individuos infectados se han observado tres formas de
progresion de la infeccion y que incluyen los progresores tipicos (PT), los progresores rdpidos
(PRap) y los no progresores (NP) (40).

Aproximadamente, el 10 % de los pacientes infectados por el VIH progresan a sida en los dos o
tres primeros afios de la infeccidn (progresores rapidos). Entre un 5 % y un 10 % permanecen
asintomaticos entre los 10 y 15 afios de la infeccién 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 (44).

En la patogenia de la infeccién/enfermedad influyen, factores dependientes del hospedero, del
virus y del ambiente. Entre los primeros se destacan la respuesta inmune, la activacién celular, el
papel de las citoquinas, los receptores celulares, asi como factores genéticos de los individuos
(delecion del correceptor CCR5, 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
estdn la orientacidén sexual, nimero de parejas sexuales, uso de conddn, alimentacién, habitos
toxicos, etc. En cierta manera la progresiéon de la enfermedad supone el equilibrio entre los

factores inductores/supresores y la forma en que se afecta la replicacion del virus (45).

3.9 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 replicacion
y recombinacion genética (4). Estda compuesto por cuatro grupos fundamentales; M (Major), O
(Outlier), N (non M, non O) y mds recientemente el grupo P (Plantier). Los virus pertenecientes al
grupo M son los mayores responsables de la epidemia a nivel global y cuenta con nueve subtipos
genéticos (A, B, C, D, F, G, H, J y K), mas de 98 CRFs y numerosas URFs (5, 6).

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 y dos deben ser secuenciados completamente y otro parcialmente. La designacion

cpx (del inglés complex), es usada cuando hay presente mas de tres subtipos. Las URFs, consisten
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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 (6).

3.10 Epidemiologia

A finales de 2017, 36,9 millones de personas vivian con VIH-1 en el mundo, de ellas 1,8 millones
eran nuevas infecciones y 940 000 personas murieron por enfermedades relacionadas con el
sida (46).

La gran mayoria de las personas estan infectada por cepas que pertenecen al grupo M, los
grupos O y N de VIH-1 representan menos de un 1 % de las infecciones en el mundo y se han
detectado casi exclusivamente en Africa centro-occidental. El grupo O ha sido identificado en
personas de Camerln y paises vecinos, mientras que el N y el P solo se han encontrado en
Camerun (47).

3.10.1Distribucion geografica de los subtipos del VIH-1

La distribucion geografica de subtipos del VIH-1 es un proceso dindmico, dada la gran movilidad
de la sociedad humana moderna. Aparecen subtipos en dreas donde no se habian descrito con
anterioridad. La generacién de formas recombinantes contribuye ampliamente a ésta diversidad,
la que se vislumbra en aumento con la diseminacidn de subtipos a nivel global (48).

La revision sistematica y la vigilancia global de los subtipos desde 1990-2015, ha arrojado los
siguientes resultados: subtipo C representd el 46,6 % de las personas que viven con VIH
(16 280 897/34 921 639), de todas las infecciones por VIH-1 en el periodo 2010-2015, el subtipo
B fue el responsable del 12,1 % de las infecciones (4 235 299/34 921 639), seguido del subtipo A
10,3 % (3587 003/34921639), CRF02_AG 7,7 % (2705110/34921639), CRFO1_AE 5,3 %
(1840982/34921 639), subtipo G 4,6 % (1591276/34921639) y el subtipo D 2,7 %
(926 255/34 921 639). Los subtipos F, H, J y K combinados representaron el 0,9 % de las
infecciones (311 332/34 921 639). Otras CRFs representaron el 3,7 % (1309 082/34 921 639),
elevando la proporcion de todas las CRFs a 16,7 % (5844 113/34921639). Las URFs
constituyeron el 6,1 % (2 134 405/34 921 639), lo que dio como resultado que los recombinantes
representaran el 22, 8 % (7 978 517/34 921 639), de todas las infecciones de VIH a nivel global.
La distribucién de subtipos y recombinantes de VIH-1 cambian todo el tiempo a nivel de pais,

region y mundialmente. A nivel mundial durante el periodo 2005-2015 el subtipo B aumentd,
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mientras que los subtipos A y D se mantuvieron estables, por otra parte los subtipos Cy Gy la
CRF02_AG disminuyeron. La CRFO1_AE, otras CRFs y URFs aumentaron lo que condujo a un

incremento constante en la proporcién global de recombinantes a lo largo del tiempo (49).

3.10.2 Epidemiologia en Cuba
Al cierre de 2018 habian 31 264 personas con VIH-1, de las cuales 21 946 (86 %) estaban

recibiendo tratamiento antirretroviral. La transmision sexual es el factor de riesgo mas frecuente
y a ella corresponde el 99 % de los casos descritos. El mayor nimero de casos son del sexo
masculino con un 80,5 %, y los hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH) constituyen el
74,6 %. La mayor incidencia de casos se reportan en individuos con edades entre los 20 y 49
afios, segln datos del Programa Nacional de Prevencion y Control de las Infecciones de
Transmisidon Sexual VIH/sida del MINSAP (13). Cuba fue certificada en el 2015 como el primer
pais que elimind la transmisién materno-infantil del VIH, por lo que esta via, no constituye en
estos momentos una causa de infeccidn. La transmisiéon parenteral y la exposicién ocupacional,
constituyen otras causas de infeccion, con mucha menor incidencia (50).

Los diferentes estudios realizados de la epidemia cubana han identificado que el subtipo B
representa aproximadamente el 30 % de la infeccién por VIH-1, seguido de CRF19 cpx (24,1 %),
CRF_BG (20, 23, 24) (23,4 %) y CRF18_cpx (12 %), también se detectaron recombinantes Unicos,

resultado de la circulacidn de los diferentes subtipos en el pais (51, 52).

3.11 Tratamiento antirretroviral
La terapia antirretroviral (TAR) ha cambiado la historia natural da la infeccidn por el VIH. En la

actualidad, existen mas de 20 drogas ARV las cuales han sido aprobadas por la FDA y esta amplia
disponibilidad de la terapia ha hecho que la lucha contra el VIH sea mas conquistable. La TARVAE
convencional incluye el uso de una combinacidn de 3 farmacos antirretrovirales, generalmente
de 2 familias diferentes. Hasta hace poco tiempo sélo se disponia de inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y no andlogos de nucledsidos (ITIAN e ITINAN),
inhibidores de la proteasa (IP) e inhibidores de la fusién. En los uUltimos afios se han desarrollado
también farmacos inhibidores de la integrasa (IIN) y antagonistas del correceptor CCR5 (53). No
obstante, existen algunos obstaculos que pueden surgir antes o durante el tratamiento, uno de

los mds importantes es el desarrollo de resistencia viral a los medicamentos, la cual es causada
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por mutaciones en la estructura genética del virus, provocando cambios en las enzimas blanco
de la terapia, dejandolas inactivas (21).

Actualmente para el tratamiento de la infeccion por VIH se emplea una combinacion de
medicamentos, la cual suprime efectivamente la replicacidn, reduce los niveles de viremia, hasta
el limite de deteccidn en ensayos clinicos y sustancialmente reduce la morbilidad y la mortalidad
en pacientes infectados con el virus (54). Sin embargo la terapia no es capaz de eliminar el virus
y como consecuencia se requiere un uso de la misma por largo tiempo. Un importante
mecanismo que permite que el virus persista en un individuo a pesar de la alta potencia de la
terapia, es la latencia, mediante la cual el virus mantiene una poblacién estable por largo tiempo
(54).

3.11.1 Inhibidores de la entrada

Desde la introduccidn de la terapia antirretroviral de alta eficacia (TARVAE), el VIH ha pasado de
ser una enfermedad rdpidamente mortal, a una enfermedad crénica y controlable. Sin embargo,
los virus resistentes a los antirretrovirales no han tardado en aparecer y se ha notado aumento
de estas cepas a nivel mundial (55).

La tendencia actual en el desarrollo de nuevos antirretrovirales es la innovacion en el
mecanismo de accion, con farmacos que inhiben los eventos previos a la integracion del virus a
la célula, lo que los hace activos contra virus resistentes a inhibidores de proteasa e inhibidores
de la transcriptasa inversa. Estos farmacos han sido denominados colectivamente inhibidores de
entrada, cuyas dianas fundamentales son la envoltura del VIH o las proteinas de membrana
celular, ambas implicadas en la fusion del virus a la célula (56).

Los inhibidores de entrada bloguean la unién y la fusion del virus a la célula huésped mediante
uno de tres mecanismos primarios: interaccion con el receptor de CD4; interaccion con los
correceptores CCR5 o CXCR4, o inhibicion de la fusion entre las membranas plasmaticas viral y
celular. Los inhibidores de la molécula CD4 pueden ejercer su accién de dos maneras: al unirse
con la gp 120, bloguean la unién con el CD4 y asi, el cambio en la conformacién que induce el
CD4 sobre la proteina Env; al unirse directamente con el CD4, bloquean los cambios en la
conformacion necesarios en la envoltura. Los antagonistas de los correceptores se unen a CCR5

e impiden su interaccidn con la proteina Env. Los inhibidores de la fusidon se unen directamente a
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la gp 41 e interfieren con la formacion del haz de seis hélices, necesario para la fusion del virus

con la célula huésped (57).

3.11.2 Antagonistas de CCR5
En junio de 2007 fue aprobado por la FDA, el Maraviroc, que es la primera droga de las llamadas

inhibidoras de la entrada (35, 58). Este ARV bloquea la interacciéon entre VIH-1 y CCR5
impidiendo la entrada y la infeccion de las células por parte de las cepas con tropismo R5.
Actualmente el Maraviroc es el uUnico inhibidor de CCR5 que ha sido aprobado para su uso
clinico, puede ser utilizado tanto en pacientes no tratados, como en pacientes multirresistentes.
En la actualidad se han desarrollado otros antagonistas de CCR5, como es el caso del Cencriviroc
que al parecer bloquea al receptor CCR2 (35), Aplaviroc y Vicriviroc. El tratamiento con
Maraviroc se ha considerado efectivo, pero solo en los pacientes que presentan virus con
tropismo R5, ya que se ha observado que es incapaz de inhibir la infeccién cuando los virus
utilizan otro correceptor (35). La aprobacién de estos antirretrovirales, ha generado la necesidad
de disponer de ensayos para la determinacién del tropismo viral en aquellos pacientes
candidatos a iniciar un tratamiento con este farmaco, ya que la deteccién de variantes con

tropismo X4, se ha asociado con el fracaso al tratamiento (59).

3.12 Resistencia a los antirretrovirales
La rapida fijacion de mutaciones de escape en respuesta al tratamiento, con una incompleta

terapia de supresién o una terapia con una baja barrera genética de resistencia, son los ejemplos
clasicos de seleccion natural (60). Sin embargo los procesos evolutivos que aumentan la
resistencia y seguidamente la adquisicion de mutaciones de resistencia no son para nada
simples. Aunque algunas mutaciones pueden reducir dramaticamente la capacidad replicativa de
variantes resistentes en comparacién con el tipo salvaje cuando no hay tratamiento, muchas
pueden tener efectos menores sobre |la capacidad del virus para replicarse (61).

La potencia de los ARV puede verse seriamente comprometida con la presencia de resistencia.
La terapia estd disefiada para que se utilice una combinacién de ARV de diferentes clases, en el
caso de los no andlogos, es posible la resistencia cruzada, por lo que una mutaciéon puede

conferir resistencia a una droga o al resto de los medicamentos de la clase (62).
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El acceso limitado a los ARV en algunas partes del mundo, los niveles suboptimos de adherencia,
resistencia y el fallo de terapia, son algunos de los problemas existentes a los que hay que

prestarle atencién en el manejo del VIH (63, 64).

3.12.1 Resistencia a los antagonistas de los correceptores
La resistencia a MVC ha sido reportada previamente (65, 66) y se debe a tres mecanismos. El

primer mecanismo esta relacionado con la seleccidn de variantes minoritarias preexistentes que
utilizan el correceptor CXCR4 para entrar en la célula diana (67). El segundo involucra la
seleccidon de mutantes que pueden usar el correceptor CCR5 a pesar de la presencia del inhibidor
(65) y el tercero estd relacionado con la seleccion de mutaciones que se encuentran
primariamente en el lazo V3 de la gp 120, las cuales inducen el cambio del correceptor CCR5 a
CXCR4. Este ultimo mecanismo ha sido demostrado in vitro (68); pero es raro en pacientes

tratados con MVC (69).

3.13 Determinacion del uso del correceptor
A pesar de la relacidn establecida entre el uso del correceptor y la progresion de la enfermedad

en pacientes VIH-1, la determinacion del tropismo viral no se ha utilizado como un parametro
habitual de seguimiento clinico de los pacientes con infeccidn por VIH. Sin embargo, la
introduccion de los antagonistas de CCR5 dentro de la terapia antirretroviral, y su limitada
actividad antiviral para variantes R5-trdpicas, requiere del conocimiento previo del uso del
correceptor en cada paciente, antes de la prescripcién clinica de dichos farmacos. Existen

diversos métodos fenotipicos y genotipicos para determinar el tropismo del VIH-1 (53).

3.13.1 Métodos fenotipicos
Los ensayos utilizados para la determinacion del tropismo han sido fundamentalmente

fenotipicos y estan basados principalmente en la tecnologia de los virus recombinantes, que se
utilizan para infectar lineas celulares que expresan CCR5 o CXCR4.(70, 71), (ESTA-Trofile,
Tropitest, Toulouse Tropism Test), en la combinacién de métodos genotipicos y fenotipicos
(Virco type HIV-1, PhenoX-R, HIV-1 Phenoscript Env, etc), y finalmente en el cocultivo a partir de
las CMSP del paciente, con distintas lineas celulares, como U87, que pueden expresar células
TCD4" o un correceptor de quimiocina o las cldsicas MT2 para determinar el efecto citopatico
viral. Estos ensayos constituyen todavia el método de referencia para caracterizar el tropismo

viral por su gran sensibilidad para detectar las variantes minoritarias CXCR4 y/o CCR5 en los

21



subtipos B y no-B del VIH-1 y ademds representan el inico método para medir la resistencia a los
antagonistas de CCR5. Sin embargo, estos ensayos presentan, ademas de un precio elevado,
complicaciones técnicas y en especial logisticas que dificultan su utilizacién en la practica clinica

(35, 59).

3.13.2 Métodos genotipicos
Los métodos genotipicos representan una alternativa mas factible que los fenotipicos, ya que

son mas rapidos, baratos y al alcance de los laboratorios de diagnéstico de VIH, que cuenten con
el equipamiento necesario para desarrollar técnicas de biologia molecular. Estdn basados en la
secuencia del lazo V3 de la gp 120, ya que la misma determina en gran medida el uso
preferencial de CCR5 y/o CXCR4. Vale la pena destacar que otras regiones de la envoltura como
V1/V2 y C4 también parecen estar implicadas en este proceso (59). Desde los afios 90, se han
desarrollado varias reglas y algoritmos para la prediccidn del uso del correceptor de las variantes
de VIH, que se fundamentan en las caracteristicas de las secuencias de aminodcidos de dicha
region. Entre ellas se encuentran la regla 11/25, la carga neta y la combinacion de ambas reglas
gue clasifica una variante como X4 siempre y cuando una de ellas lo haga (59, 71).

La regla 11/25 fue uno de los primeros algoritmos desarrollados para la interpretacion del
tropismo viral y ha permanecido como uno de los mas populares hasta la actualidad. Esta
fundamentada en el hecho de que estos virus presentan aminodcidos bdsicos como arginina (R)
o lisina (K) en las posiciones 11 y/o 25 y frecuentemente estan asociados con el fenotipo X4. Por
el contrario la ausencia de R o K en estas posiciones estd asociada con los virus con tropismo R5.
Con el objetivo de mejorar la prediccidén del fenotipo viral, se le ha realizado una modificaciéon a
la regla 11/25, la cual ha sido denominada regla 11/24/25. En dicha regla se consideran virus con
fenotipo X4 a las variantes que tengan algin aminoacido basico en las posiciones 11, 24 o 25, los
virus que no cumplan esta condicién son clasificados como virus con tropismo R5 (59, 71).

La carga neta es un algoritmo de simple interpretacion por el cual se hace una estimacion de la
carga neta global de la regién V3, teniendo en cuenta la siguiente férmula (K+R)-acido aspartico
(D)+ acido glutamico (E). Si el resultado es > 5, el virus es clasificado como X4, de lo contrario se
considera R5. Tanto la regla 11/25 como la carga neta presentan una baja sensibilidad para

detectar los virus X4 (71).
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En los ultimos afios se han identificado residuos y patrones de aminodcidos dentro del dominio
V3 que estan involucrados en la determinacidn del tropismo viral. Esto ha permitido el desarrollo
de diferentes bases de datos con informacién genofenotipica de los aislameintos virales. A partir
de estas bases y a través de la utilizacion de diferentes métodos estadisticos, se han disefiado
algoritmos bioinformaticos que permiten predecir el uso del correceptor. La mayoria se
encuentran disponibles en sitios web de libre acceso, como, Wetcat, Web position specific
scoring matrices (PSSM), Fortinbras PSSM y Geno2pheno (71).

El algoritmo geno2pheno, fue desarrollado por la Universidad de Colonia y el Instituto Max-
Planck de Alemania. Para hacer las predicciones emplea un método estadistico denominado

support vector machine (SVM) y pueden ser tanto a partir de la secuencia FASTA de nucledtidos

como de los aminoacidos de la regién V3. La base de datos en la que basa sus predicciones estd
compuesta por mas de 1000 secuencias de V3, la mayoria de ellas del subtipo B. Esta
herramienta permite seleccionar el grado de sensibilidad, para detectar variantes X4,

seleccionando el porcentaje de FPR (del inglés false positive rate) en cada prediccién. Debe

tenerse presente que un aumento en la sensibilidad en la deteccién de variantes con tropismo

X4 siempre supone una pérdida en la especificidad (53).
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IV MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseio del estudio y universo.

Se realizd un estudio analitico de corte transversal para determinar la relacion de las variantes
de VIH-1 que circulan en Cuba, con el uso del correceptor y con la resistencia al Maraviroc. Para
ello se secuenciaron fragmentos de los genes pol y env de VIH-1 provenientes de muestras de
pacientes tratados y no tratados recibidas en el laboratorio de Infecciones de Trasmision Sexual
(ITS), del Departamento de Virologia, del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) y en
el Centro de Investigaciones Cientificas de la Defensa Civil (CICDC). Las muestras fueron tomadas

en el periodo de septiembre del 2017 a junio del 2019.

4.1.1 Universo de estudio
El universo de estudio estuvo constituido por 96 muestras de plasma de pacientes seropositivos

al VIH-1, 46 no tratados, recibidos en el CICDC o IPK, para estudio de resistencia transmitida y 50
tratados a los que se les solicitd, por parte del médico de asistencia, la prueba genotipica para
determinar el tropismo de VIH (IPK).

Los pacientes cumplieron con los siguientes criterios de inclusién: la aceptaciéon para formar
parte de la investigacion a partir de la firma del consentimiento informado (Anexo 1) y que no

hubiesen recibido tratamiento previo con Maraviroc.

4.2 Obtencion de la informacion
La informacidn clinica, inmunoldgica y viroldgica de los pacientes en estudio se obtuvo de una

encuesta o modelo de recogida de informacidn que se realizé a cada uno de ellos en el momento
de toma de la muestra (Anexo |) y de la base de datos SIDATRAT (Base de datos de individuos
seropositivos al VIH). Las variables que se emplearon para el analisis de los resultados se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Operacionalizacién de las variables epidemioldgicas, clinicas y virolégicas que se analizaron.

Variables
Sexo

Edad

Orientacion
sexual

Region de
residencia

Aiios de
diagnéstico

Carga viral de
VIH-1

Conteo de células
TCD4'.

Prediccion del
Fenotipo viral

Subtipo de VIH-1

Mutaciones en la
region V3 de gp
120 del VIH-1

Mutaciones en la
region V2 de gp
120 del VIH-1

SIDA al diagnds-
tico de VIH-1
SIDA actual

Progresion a sida

Tipo
Cualitativa nominal
dicotémica
Cuantitativa
discreta

Cualitativa nominal

Cualitativa nominal

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
discreta

Cualitativa ordinal

Cualitativa ordinal

Cualitativa nominal

Cualitativa nominal

Cualitativa nominal

Cualitativa nominal

Cuantitativa
continua

Escala
F

15-30
31-45
46-60
>60
HSH
HT

La Habana
Regién Occidental
Regidn Central
Regidn Oriental
<1 afo

> 1 -3 anos

> 3-5 afios

> 5-10 afios

> 10 afos

<1000

1000-10 000
>10 000-100 000
> 100 000

<200

>200-500

>500

R5

R5X4

X4

A B,CD,FG,H,
URFs, CRFs
(CRF18_cpx,
CRF19_cpx,
CRFs_BG 20, 23, 24)
Si tiene

No tiene

Si tiene
No tiene

Si tiene
No tiene
Si tiene
No tiene
<1afo
1-3 afios
>3 afios
No sida

Descripcion
Segun sexo bioldgico.

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

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

Lugar de residencia, segin encuesta
epidemioldgica realizada a los pacientes.

Se calculd a partir de la fecha de diagndstico y
la fecha de toma de muestra.

Cantidad de particulas virales por mililitros de
sangre (copias/mm°) al diagnéstico de VIH y al
momento de la toma de la muestra.

Conteo de linfocitos T CD4" (células/mm3) al
diagndstico de VIH y al momento de la toma
de muestra.

Habilidad del virus para unirse a los
correceptores celulares CCR5 y/o CXCR4,
determinada mediante la herramienta
bioinformatica G2P, carga neta, regla 11/25.
Subtipo viral de VIH-1 con el cual se encuentra
infectado el paciente estudiado, analizando
dos genes virales: genes pol, env.

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

sida al momento del diagndstico de la
infeccion por VIH.

sida al momento de la toma de la muestra.

Tiempo transcurrido entre la fecha de infeccion

y el comienzo de la fase sida.
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4.3 Aspectos éticos.
Esta investigacion forma parte de un proyecto de Ciencia y Técnica Asociado a Programas

titulado: Caracterizacion biolégica y genética de cepas de VIH-1 de individuos cubanos y ha sido
aprobado por el Comité de Revisidn de Etica Médica del IPK (CEI-IPK 02-18).

El estudio se realizd de acuerdo con la ultima revisién de la Declaracién de Helsinki y lo
establecido por las normas éticas, institucionales y regionales, de la medicina actual. Los
individuos, después de recibir toda la informacidn necesaria a través de charlas y material
escrito, decidieron si participarian o no en el estudio. El personal médico le explicé al paciente
los aspectos relacionados con la ejecucion del estudio asi como la importancia del mismo;
empleando un lenguaje claro y sencillo para facilitar su comprension.

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

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

El personal médico, que atendio a los pacientes con VIH, tuvo derecho a conocer los resultados

derivados del diagnéstico.
4.4 Procesamiento de las muestras

4.4.1 Obtencidn y procesamiento de las muestras clinicas
Para obtener 5 mL de plasma, se centrifugaron 10 mL de sangre (obtenidos a través de puncién

venosa) durante 10 min a 1500 revoluciones por minuto (rpm) y 4°C. Una vez separado el

plasma, se realizaron alicuotas de 1mlL, las cuales se almacenaron a -80°C hasta su utilizacién.



El trabajo de laboratorio se llevd a cabo teniendo en cuenta las buenas practicas de laboratorio
y las medidas de bioseguridad. Las muestras clinicas se procesaron en gabinetes de seguridad

clase Il.

4.4.2 Extraccion del ARN viral.
Se tomd 1mL de plasma por cada paciente y se centrifugd a 14 000 rpm durante una hora a

4°C. El sobrenadante se descarté dejando sélo 140 pL, con el que se disolvid el sedimento
mediante agitacion intensa (vértex) por 15 segundos. Una vez disuelto se emplearon los 140 pL
para la extraccion del ARN viral, siguiendo el protocolo estandar para extraccion de ARN

descrito por el fabricante, utilizando el estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit, de

manera manual. El ARN extraido se conservé a -80°C hasta su utilizacién en los ensayos de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés,polimerase chain reaction). Como control

positivo de los PCR se emplearon muestras de plasma de pacientes positivos a VIH-1 que
previamente habian resultado positivas y se encuentran conservadas en el laboratorio de ITS,
con CV entre 1000 y 10 000 copias/mL. Los controles negativos utilizados estaban constituidos

por agua en vez de ADN.

4.4.3 Sintesis y amplificacion del ADN complementario (ADNc)
4.4.3.1 Amplificacion del gen env

4.4.3.1.1 Reverso transcripcion (RT)y amplificacion (RT-PCR) del gen env (gp 160)
La sintesis y amplificacién del fragmento de ADNc de 3876 pb del gen env, se realizé utilizando el

estuche comercial Super Script’”'One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag High Fidelity

(Invitrogen™, EU) bajo las siguientes condiciones:

e 25 ul de Buffer 2X Reaction Mix, ([0,4mM de cada desoxi-ribonucleétidos trifosfatados

(dNTP) y 2,4mM de sulfato de magnesio (MgS04)])
e 0,5 pL de cada cebador: KVLO08 y KVLO09 a 20 uM cada uno (Tabla 2)
e 10.5uL de MgS0O4 a5 mM

e 1uL de enzima Super Script TM Il RT/Platinum® Taq High Fidelity

e 0.25 uL de Protector de RNasa a 40U/uL (Roche, Alemania)

e 11,7 uL de H,0 para un volumen final de 40 uL
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Tabla 2. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de RT-PCR

Nombre Secuencia Descripcion

KVLO08 @ 5'-GGTCAKGGRGTCTCCATAGAATGGA-3’ | Cebador positivo para la amplificacion
de la region gp 160.

KVLO09 | 5-GCCAATCAGGGAAGWAGCCTTGTGT-3’ | Cebador negativo para la amplificacién
de la regién gp 160.

Finalmente a esta mezcla se le agregaron 10 uL del ARN extraido, para quedar un volumen final
de reaccién de 50 pL. La reaccidn de RT-PCR se realizd bajo las condiciones de ciclaje que se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la RT-PCR del gen env

Descripcion Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 55°C 30 minutos
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 minutos

40 ciclos de
Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 52°C 30 segundos
Extension 68°C 4 minutos

Fin de los ciclos
Elongacion final 68°C 5 minutos

Almacenamiento 4°C 12 horas

4.4.3.1.2 PCR anidada de la gp 120
La amplificacidn de los 2346 pb del gen que codifica para la proteina gp 120 del VIH-1 se realizé

utilizando el estuche comercial Expand High Fidelity (HF) PCR System (Roche, Alemania)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
Mezcla 1
e 0,4 uLdNTPs 25 mM
e 1l de cada cebador. AV317 y AV323 a 20 uM cada uno (Tabla 4)

e 17,6 uL de agua para completar un volumen final de 20 uL
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Tabla 4. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR anidada

Nombre Secuencia Descripcién

AV317 5’-TCAAGCAGGACATAAYAAGGTAGG-3’ | Cebador positivo para la amplificacidn de
la regidn gp 120.

AV323 5’-CTGCTCCYAAGAACCCAA-3’ Cebador negativo para la amplificacién
de la region gp 120.

A esta mezcla se le adicionaron 5 uL del producto de amplificacion del gen env obtenido durante
la reaccidn de RT-PCR. Luego se le deben agregar 25 uL de la siguiente mezcla:
Mezcla 2

e 5 ul Expand HF Buffer 10X (Roche, Alemania)

e 4l de cloruro de magnesio(MgCly)a 25 mM

e 0,75 uL de la enzima Expand HF a 3,5 U/ uL (Roche, Alemania)

e 15,25 uL de agua hasta completar un volumen final de 25 pL.
El volumen final de reaccién fue de 50 uL. Las condiciones de ciclaje para la PCR anidada se
describen en la Tabla 5. Este protocolo, incluyendo la RT-PCR (gp 160) y la PCR anidada (gp 120),
fue descrito por Van Leathem y cols., en el afio 2005.

Tabla 5. Condiciones de la PCR anidada de la gp 120

Descripcidn Temperatura Tiempo

Desnaturalizacién inicial 95°C 2 minutos
10 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°C 15 segundos

Hibridacion de los cebadores 55°C 30 segundos

Extensidn 68°C 3 minutos
40 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°C 15 segundos

Hibridacion de los cebadores 55°C 30segundos

Extension 68°C 3 minutos*

Fin de los ciclos
Extension final 72°C 10 minutos
Almacenamiento 4°C 12 horas

* Incremento de 5s en cada etapa de extension.




4.4.3.2 Amplificacién del gen pol

4.4.3.2.1 RT-PCR del gen pol
La sintesis del ADNc y la amplificacion de un fragmento de 2060 pb del gen pol, se realizd

utilizando el estuche comercial Super Script™ One-Step RT-PCR System with Platinum ®Tag High

Fidelity (Invitrogen™, EU) bajo las siguientes condiciones:
o 25 uL de Buffer 2X Reaction Mix, (0,4mM de cada dNTP y 2,4 mM de MgSQ,).
o 0,5 de cada cebador. AV159 y AV192 a 20 uM cada uno (Tabla 6).
° 8 uL de MgS04a 5 mM.

° 1 L de enzima Super Script™ Ill RT/Platinum® Tag High Fidelity.

° 0,25 de Protector de RNasa a 40 U/uL (Roche, Alemania).
° 4,75 plL de agua para completar un volumen de 40 plL

Tabla 6. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de RT-PCR

Nombre Secuencia Descripcidn
AV159 5’-GGGGTTAAATAAAATAGTAAG-3’ Cebador positivo para la amplificacion
AV192 5-AATTGTTTTACATCATTAGTGTG-3’ Cebador negativo para la amplificacion

Finalmente a esta mezcla se le agregaron 10 pL del ARN extraido obteniendo un volumen final
de reaccién de 50 pL. La reaccidon de RT-PCR se realizd bajo las condiciones de ciclaje que se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones en que se desarrolld la sintesis del ADN complementario y

amplificacion.

Descripcidn Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 55°C 30 minutos
Desnaturalizacidn inicial 94°C 2 minutos

40 ciclos de
Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Hibridacion de los cebadores 61°C 30 segundos
Extensidn 68°C 2 minutos
Fin de los ciclos
Elongacién final 68°C 5 minutos

Almacenamiento 4°C 12 horas




4.4.3.2.2 PCR anidada de la region pol
Para la PCR anidada se utilizdo el estuche comercial Expand High Fidelity PCR System (Roche,

Alemania) obteniéndose un fragmento interno de 1745 pb. Este sistema tiene un componente con
actividad exonucleasa 3’- 5°, por tanto fue necesario preparar la mezcla de PCR en dos viales
separados para prevenir la degradacion de los cebadores.

Mezcla 1

o1yl de dNTPsa 10 mM

¢ 1,25 plL de cada cebador. Av190 y Av191 a 20uM cada uno, ( Tabla 8)

©19,5 uL de H,0 hasta completar un volumen final de 23pL

Tabla 8. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR anidada

Nombre Secuencia Descripcion
AV190 5’- GCTACACTAGAAGAAATGATGAC-3’ Cebador positivo para la amplificacion.

AV191 5’-CTTGATAAATTTGATATGTCCATTG-3’ | Cebador negativo para la amplificacion.

A esta mezcla se le adicionaron 2 uL del producto de amplificacién del gen pol obtenido durante
la reaccion de RT-PCR. Luego se le deben agregar 25 uL de la siguiente mezcla:

Mezcla 2

o5 L de 10X Expand Buffer.

o6 uL deMgCl,a 25 mM.

¢ 0,75 plLde Expand HF Enzyme a 3,5 U/uL (Roche, Alemania).

¢ 13,25 ulL de H,0 hasta completar un volumen final de 25 ulL

Se obtuvo un volumen final de reaccion de 50 pL, la cual fue sometida al siguiente ciclaje (Tabla 9).
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Tabla 9. Condiciones en que se desarrollé la PCR anidada del gen pol.

Descripcién Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 minutos
30 ciclos de

Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Hibridacion de los 59°C 30 segundos
cebadores

Extension 68°C 3 minutos

Fin de los ciclos

Elongacion final 72°C 5 minutos
Almacenamiento 4°C 12 horas

4.4.4 Analisis de los productos de la PCR anidada de los genes pol y env
Para analizar los productos obtenidos en las PCR anidadas de las dos regiones se tomaron 5 plL

de los mismos mds 2 uL del indicador de corrida Gel Pilot Loading Dye, 5 X, (QIAGEN, Alemania) y

se aplicaron en un gel de agarosa al 1 % tefiido con Gel Red"™ Nucleic acid, 10,000 x (BIOTIUM,

EU). Este gel se sometidé a una electroforesis horizontal utilizando como tampdn de corrida TBE
1X (0,4 M de Tris; 0,5 M de acido bédrico y 0,01 M de 4acido etilendiaminotetracético (EDTA). La
corrida se realizé a 120 V durante 30 min. Las bandas de ADN amplificadas se visualizaron
mediante un transiluminador de luz ultravioleta (Analitikjena, Alemania). La talla correcta de la
amplificacién se determind mediante la comparacion con el patrén de migraciéon del marcador

de peso molecular 1kb Gel Pilot Ladder (QIAGEN, Alemania). Ademas se utilizaron controles

negativos (C-) constituidos por agua en vez de ADN. Estos fueron incluidos en cada ensayo desde
el paso de extraccion del ARN con el objetivo de descartar posibles inhibiciones o

contaminaciones en la PCR.

4.4.5 Purificacidn y secuenciacidon de los productos de la PCR anidada.
Los productos amplificados de las regiones env y pol se purificaron utilizando el estuche

comercial QIAquick” PCR Purification Kit (QIAGEN, Alemania), siguiendo el protocolo indicado por

los fabricantes.

4.4.5.1 Secuenciacion de la region V2C2V3C3 de la gp 120
Para obtener el fragmento de 675 pares de bases del gen env que codifica para la proteina gp 120

y que incluyé las regiones V2 (aa 158 a 196, 114 nt), C2 (aa 197 a 296, 297nt), V3 (aa 296 a 331,

105 nt) y C3 (aa 332 a 385, 159 nt) se emplearon cuatro reacciones de secuencia por cada




producto purificado de la PCR anidada. Para la reaccion de secuenciacidn se prepararon mezclas
constituidas por:
e 1ul de cada uno de los cebadores de secuencia AV304, AV306, AV307 y AV309 (Tabla 10)

e 8ulL de la mezcla de reaccidon de secuencia del estuche DTCS Quick Star Master Mix (Dye

Terminador Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit (BeckmanCoulter, USA)

e 6L de H,0, de Beckman Coulter, USA.
e 5uL de ADN purificado

Tabla 10. Secuencia de los cebadores empleados en la secuenciacion del gen env.

Nombre Secuencia Descripcidn

Cebador positivo para la secuenciacién de la
AV304 5’-ACATGTGGAAAAATGACATGGT-3" | regidn gp 120.

Cebador positivo para la secuenciacién de la
region gp 120.

Cebador negativo para la secuenciacién de
la regién gp 120.

Cebador negativo para la secuenciacién de
la regién gp 120.

AV306 | 5'-TGTCAGCACAGTACAATGTACACA-3’
AV307 5-TCTTCTTCTGCTAGACTGCCAT-3’

AV309 5’-CARTAGAAAAATTCYCCTCYACA-3’

Se obtuvo un volumen final de reaccién de 20 pL. Los cebadores y protocolos de la regién de la
envoltura fueron reportados por Van Leathem y colaboradores en el 2005 (72). La reaccién de
secuenciacion se llevd a cabo en las siguientes condiciones. (Tabla 11).

Tabla 11. Condiciones en las que se desarroll6 la reaccion de secuencia para el gen env.

Descripcion Temperatura Tiempo
40 ciclos de
Desnaturalizacion 96°C 30 segundos
Hibridacion de los cebadores 50°C 20segundos
Extension 60°C 4 minutos
Fin de los ciclos
Almacenamiento 4°C 12 horas

4.4.5.2 Secuenciacion del gen pol
Para realizar la secuenciacidn nucleotidica del fragmento de 1302 pb del gen pol, que abarca 297

nucledtidos (99 aminoacidos) de proteasa y 1005 nucledtidos (335 aminodcidos) de la
transcriptasa inversa de VIH-1, se realizaron siete reacciones de secuencia por cada producto de

PCR anidada purificado, con el objetivo de solapar el mismo fragmento con varias secuencias. El
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protocolo que se empleé es el disefiado por Aleman y cols. en el ano 2015 (73). Para la reaccién
de secuenciacion se prepararon mezclas constituidas por:

e 1uL de cada uno de los cebadores de secuencia KVL162, KVL163, KVL164, KVL165, KVL176,
KVL177 y KVL178. (Tabla 12)

e 8uL de la mezcla de reaccidon de secuencia del estuche DTCS Quick Star Master Mix(Dye

Terminador Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit (BeckmanCoulter, USA)

¢ 6L de H,0, de Beckman Coulter, USA.

* 5uL de ADN purificado

Tabla 12. Secuencias de los cebadores empleados en la reaccion de secuenciacion del gen pol.

Nombre Secuencia Descripcion

AV162 5°-TTCCCTCARATCACTCTTTGGCA -3’ Cebador positivo para la
secuenciacion

AV163 5-CACAGGGATGGAAAGGRTCACC-3’ Cebador positivo para la

secuenciacion
AV164 5"-ACCAGTAAAAYTRAARCCAGGAATG-3’ Cebador positivo para la
secuenciacion

AV165 5 -GTRTTRTATGGATTTTCAGGCCCAA-3’ Cebador negativo para la
secuenciacion

AV176 5 -TTGYTCTATGYTGCCCTATTTCTA-3’ Cebador negativo para la
secuenciacion

AV177 5"-AARGAMAGCTGGACTGTCAATGA-3’ Cebador positivo para la
secuenciacion

AV178 5'-CTATTAAGTCTTTTGATGGGTCATA-3’ Cebador negativo para la

secuenciacion
Se obtuvo un volumen final de reaccién de 20 L. La reaccidén de secuenciacion se llevd a cabo

en las siguientes condiciones (Tabla 13).

Tabla 13. Condiciones en las que se desarrollé la reaccion de secuencia para el gen de la

polimerasa.

Descripcion Temperatura Tiempo

50 ciclos de
Desnaturalizacion 96°C 30s
Hibridacion de los 50°C 20s
cebadores
Extension 60°C 4 min
Fin de los ciclos

Almacenamiento 4°C 12 horas
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4.4.6 Edicion de las secuencias.
Las secuencias obtenidas de cada uno de los fragmentos de VIH secuenciados se ensamblaron y

editaron utilizando el programa Sequencher™ Version 4.10 (Genes Codes Corporation, USA),

usando como referencia la secuencia nucleotidica de la cepa de VIH-1
B.FR.83.HXB2_LAI_llIB_BRU.K03455. Al final se obtuvieron secuencias consensos de las regiones

secuenciadas (gen pol, gen env) de VIH-1 de cada paciente analizado.

4.4.7 ldentificacion de los subtipos virales
Las herramientas para determinacién de subtipos de VIH: COMET versién 2 (disponible en

(https://comet.lih.lu) y REGA  subtyping  tool versién 3 (disponible en

https://reqa.kuleuven.be/cev/avd/software), se utilizaron para realizar la clasificacién inicial del

subtipo a partir de las secuencias editadas, para cada region del virus.

4.4.8 Analisis filogenético.
Dado que la epidemia cubana se caracteriza por un alto nimero de CRF y URFs, todas las
asignaciones se confirmaron con analisis filogenético de las secuencias obtenidas para cada gen

analizado. Las secuencias de los genes pol y env fueron examinadas utilizando la herramienta

bioinformatica automatizada NGPhylogeny (https://ngphylogeny.fr) que posibilita obtener

arboles filogenéticos a partir de las secuencias editadas en formato fasta (74).

Se empled el flujo de trabajo de la opcidn de un solo paso (PhyML/One Click). Se introdujeron las
secuencias en formato fasta y se realizé el alineamiento con el programa de alineamiento de
secuencias multiples (MAFFT version 7) (75). Las secuencias alineadas fueron corregidas

automaticamente con el fin de seleccionar las regiones informativas para el andlisis filogenético,

utilizando el programa BMGE (del inglés, Block Mapping and Gathering with Entropy) (76). Se

utilizé el modelo de sustitucién nucleotidica de tiempo reversible general (GTR, siglas del inglés,

General Time Reversible) y se generaron arboles filogenéticos utilizando el método de maxima

verosimilitud PhyML versién 3.0 (77). Los arboles consensos, inferidos a partir de 1000 réplicas,

se utilizaron para representar la historia evolutiva de las secuencias analizadas. El programa ITOL

posibilitd visualizar los arboles filogenéticos en formato Newick. Se utilizaron secuencias de

referencias de los subtipos incluidos en el analisis, que fueron comparadas con las obtenidas en

este estudio.
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Las secuencias inicialmente clasificadas como CRF20_BG, CRF23_BG o CRF24_BG fueron
nombradas CRF_BG, debido a los puntos de recombinacién similares en la region pol y la falta de

puntos de recombinacion en la region env (http://www.hiv.lanl.gov).

4.4.8.1 Prediccion del fenotipo viral y mutaciones que confieren resistencia a Maraviroc.
El tropismo viral se predijo utilizando la herramienta genotipica G2P versién 2.5 [correceptor]

(http://coreceptor.geno2pheno.org/). Sobre la base de las directrices alemanas, los tropismos
se dividieron en tres grupos de acuerdo con la probabilidad de identificar incorrectamente un
virus R5 como X4. Un FPR, <5 % son principalmente X4 y > 20 % son principalmente las
variantes R5. Por lo tanto, clasificamos las secuencias del lazo V3 con FPR > 20 % como virus R5,
con FPR >5 % y<20 % como virus con tropismo dual (R5X4) y con FPR <5 % como virus X4 como
se describié anteriormente.

Las mutaciones que confieren cambio en el tropismo viral se analizaron manualmente. La carga
neta del lazo V3 se calculé restando residuos de carga negativa D y E de los cargados
positivamente Ry K en el lazo V3. Una carga neta positiva del lazo V3 2 5 fue considerada como
predictiva de tropismo X4, mientras que una carga positiva por debajo de 5 fue predictiva de
tropismo R5. Por otra parte, también se realizé el analisis de acuerdo con la regla 11/25, donde
se considera que la presencia de aminoacidos cargados positivamente (R o K) en las posiciones
11 o 25 del lazo V3 es predictiva de tropismo X4.

Se identificaron manualmente las mutaciones asociadas a resistencia a MVC en el lazo V3,
segun lo publicado en la literatura, ya que no existe ningun algoritmo establecido para la
deteccidn de estas mutaciones de manera automatica. Las mutaciones mas comunes que se
han reportado en esta regidn son: sustituciones de glicina (G) por (R) en la posicién 11 (G11R),
prolina (P) por R en posicion 13 (P13R) y alanina (A) por K en la posiciéon 25 (A25K) (31). Otros
estudios in vitro han demostrado que las mutaciones en el bucle V3 de gp 120 por lo general no
confieren resistencia completa a MVC (78), sino que se necesita la cooperacién de varias
mutaciones. Ademds de las mutaciones descritas anteriormente se han descrito las
sustituciones de A por treonina (T) en la posiciéon 316 (A316T), isoleucina (I) por valina (V) en la
posicién 323 (1323V) y A por serina (S) en la posicidon 319 (A319S) por secuenciacién genética de
aislamientos primarios de subtipos B y G de VIH-1. También se han descrito deleciones de

isoleucina y serina en la posicién 315 y posicion 317, respectivamente (78).
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También se hizo el analisis para el lazo V2, siendo la primera vez que se estudian las
mutaciones de resistencia asociadas con esta regién de gp 120. Las mutaciones mas reportadas
para esta region son sustituciones de V por metionina (M) en la posicion 169 (V169M) vy
Aspargina (N) por K en la posicion 192 (N192K) (79).

Se identificaron ademas los sitios de glicosilacion N para ambas regiones de gp 120 (V2 y V3) y

su posible relacién con el tropismo y el subtipo viral (80).

4.4.9 Andlisis estadistico.
Se confecciond una base de datos en Excel. La media, la desviacion estandar (SD), la mediana,

el rango inter-cuartil (RIC), y las frecuencias (%) se utilizaron para describir las caracteristicas de
los pacientes. Las pruebas de X? y Fisher se utilizaron para comparar variables categoricas y
continuas. Se estimaron las Razones de Desigualdad (OR, del inglés odd ratio) y su intervalo de
confianza (IC) del 95 %. Un valor de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando la versién de software estadistico SPSS 18
(SPSS Inc., Chicago, IL). Para realizar las comparaciones entre variables cuantitativas se
utilizaron las pruebas de Anova con post ensayo de Dunnett y Mann Withney (Programa

Graphpad Prism 5, San Diego California USA).
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V RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas generales de los pacientes estudiados
En el presente estudio fueron incluidas un total de 96 muestras de pacientes seropositivos al

VIH-1, correspondientes a los afios 2017-2019. Se logré obtener secuencias de la regidén env de la
gp 120 en 69 de ellas (71,88 %). Las muestras examinadas pertenecian tanto a pacientes
tratados (33) como no tratados (36), por lo que esta condicién se relacioné con el resto de las
variables analizadas (Tabla 14).

El 88,41 % de los pacientes eran del sexo masculino, de los cuales el 73,91 % eran de orientacién
sexual HSH, lo que coincide con las caracteristicas que ha presentado la epidemia cubana de VIH
y cuyos datos, al cierre del afio 2018, han sido publicados por la Vicedirecciéon de Epidemiologia
del Ministerio de Salud Publica de Cuba (13). Este reporte muestra que la epidemia de VIH afecta
mas al sexo masculino, el que representa mas del 80 %. Los HSH constituyen el 74 % de todos los
casos diagnosticados y aproximadamente el 90 % entre los del sexo masculino. La provincia que
estuvo mayor representada fue La Habana con un 75,36 %, coincidiendo también con lo
observado previamente, ya que esta provincia presenta mayor prevalencia de la infeccién en el
pais (casi el 70 %) (13). No se observaron diferencias significativas entre pacientes tratados y no
tratados, para las variables epidemioldgicas mencionadas. (Tabla 14).

Se observaron diferencias significativas entre tratados y no tratados en cuanto a los afios de
diagnostico y la progresion a sida. El 55,56 % de los pacientes tratados llevaban mas de 10 afios
de diagnosticados, mientras que en el grupo de los no tratados, el 100 % de los pacientes se
encontraban en el rango de < 1-3 afios y el 81,82 % tenian diagndstico reciente de la infeccién
por VIH (Tabla 14).

En Cuba, existe un adecuado seguimiento y manejo de los individuos infectados con VIH. Desde
el afio 2003, cuando se inicid el uso de la TARVAE en el pais, se ha ofrecido tratamiento libre de
costo y de amplio acceso para todos los pacientes que lo necesitan (81). AUn mas, a partir de la
recomendacion lanzada por la OMS, con vistas a alcanzar la estrategia 90-90-90 para el 2020, se
decidid, por parte de las autoridades de salud cubanas, iniciar tratamiento a todos los pacientes,
una vez que son diagnosticados (82). Estas estrategias han posibilitado una mayor sobrevida del
paciente. Por otro lado, la reciente adopcion de tratar a todos los individuos, debe contribuir a

controlar la diseminacién de la epidemia, reduciendo a mediano o largo plazo la incidencia de
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casos. Ello justifica que la mayoria de los pacientes cubanos tratados tengan una sobrevida
elevada, como se observa en el presente estudio, donde mds del 50 % de los pacientes tienen
mas de 10 afos de diagnosticados. En el caso de los pacientes no tratados, se trataba en su
mayoria de individuos seleccionados para estudios de la resistencia transmitida por lo que es de
esperar que tuvieran diagndsticos recientes de la infeccion por VIH, ya que este es un pardmetro
necesario para el analisis correcto de la resistencia transmitida (51).

El 36,23 % de los pacientes fueron clasificados como sida, de los cuales solo el 10,14 % ya eran
casos sida al momento del diagndstico, siendo 10 veces mas frecuente que los pacientes
tratados tuvieran sida al momento de la toma de muestra comparado con los no tratados (58,33
% vs 12,12 %, p=0,0001, OR:10,15, I1C:2,94-34,99). El 58,34 % de los pacientes tratados habian
evolucionado a sida y el 30,56 % (11/36 pacientes) lo habia hecho en menos de un afio,
existiendo 3 veces mas probabilidad de que los pacientes tratados desarrollaran sida en menos
de un ano desde la fecha del diagndstico, comparado con los no tratados (p=0,0578, OR: 3,19, IC:

0,99-10,68).

En Cuba se informd que en el afio 2016 fallecieron a causa del sida, 407 pacientes. De ellos, el 34
% tenian menos de 5 afios diagnosticados con VIH, el 30 % eran debut sida y el 19 % habian
fallecido el mismo afio en que se diagnosticaron (83). No se puede descartar que los pacientes
gue evolucionaron a sida en menos de un afio desde la fecha del diagndstico, estuvieran
relacionados con un diagnéstico tardio de la infeccidon por VIH. Sin embargo, en un estudio
realizado anteriormente en Cuba por Kouri y cols., se observd que pacientes que progresaron a
sida en menos de tres anos desde la fecha de infeccion, estaban infectados con la variante viral

CRF19 cpx, indicando que esta podria ser mas virulenta (14).

La mediana de la CV del VIH en los pacientes estudiados fue elevada (58 600copias/mL) y no se
encontraron diferencias entre los grupos de tratados y no tratados, observandose los mayores
porcientos en los rangos de 10 000-100 000 copias/mL y > 100 000 copias/mL. La carga viral
plasmatica, junto al conteo de LTCD4", es uno de los marcadores de progresion a sida que se
emplean en el seguimiento de los pacientes. Se ha reconocido que valores altos de carga viral de
VIH al diagndstico, se asocian con rapida progresion a sida y lo opuesto, con progresion lenta de

la enfermedad (40). Las cifras observadas en los pacientes no tratados, podrian estar
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relacionadas con que la mayoria tienen diagndstico reciente y quizas algunos de ellos también
estan en la fase de infeccidn reciente por VIH-1, (informacién no obtenida en el estudio), que es
un periodo que se caracteriza por altas tasas de replicacién viral, antes del desencadenamiento
de la respuesta inmune que conduce al establecimiento de la infeccidn crénica (21). También
habria que explorar la relacidon de los altos valores de carga viral, con la variante viral que esta
infectando al paciente, que podria ser mas virulenta y con alta capacidad replicativa. No se
puede descartar ademds que, a pesar de que sean pacientes con diagndstico reciente, tengan un
diagnéstico tardio de la infeccion y se encuentren progresando a sida.

Para los pacientes tratados, los valores elevados de carga viral se explican porque en su mayoria
se trata de pacientes que se encuentran con fallo a la terapia ARV y por eso se les indicd una
prueba de tropismo, buscando la posibilidad de incluir el Maraviroc como opcion terapéutica en
un nuevo esquema. La CV plasmatica es el principal pardmetro para el seguimiento de la terapia
ARV. Se considera que hay un fracaso virolégico cuando la CV es detectable pasadas 24 semanas
desde el comienzo del tratamiento ARV, o si tras hacerse indetectable ésta vuelve a aparecer
(valores >50 copias/mL) en dos determinaciones consecutivas separadas entre 2-4 semanas (40).
Los altos valores de carga viral de los pacientes tratados de este estudio, indican un fallo a la
terapia ARV de larga evolucién, 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 (84), lo que coincide con
lo observado en los pacientes tratados del presente estudio.

El conteo de células TCD4" fue diferente entre pacientes tratados y no tratados. El 50 % de los
pacientes tratados tenian < 200 células/mL comparado con el 12,12 % de los no tratados
(p=0,0007, OR: 7,25, IC: 2,11-24,87). Por otro lado, el 30,30 % de los pacientes no tratados
tenian > 500 células/mL, mientras que solo el 8,33 % de los tratados tenian estos valores de CD4
(p=0,0206, OR: 4,78, IC: 1,18-19,31). En los pacientes tratados, especialmente en aquellos que se
encuentran en la etapa de sida (58,33 %) 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 es utilizado para determinar el estadio en que se encuentran los pacientes infectados por

VIH. Durante la infeccion por VIH se produce una reduccion progresiva en el nimero de células T
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que expresan CD4 y un conteo de las mismas inferior a las 200 células/mL es uno de los
marcadores del estadio de sida. Realizar la medicién del conteo de CD4 antes de comenzar la
terapia, puede darnos informacién sobre la funcidn inmunoldgica del paciente (35). Resulta
justificado encontrar un alto numero de pacientes tratados del presente estudio exhibiendo
bajos conteos de linfocitos TCD4", como resultado del fallo terapéutico de larga evolucién.
Ademads, como se describid anteriormente, mds del 50 % eran pacientes con mds de 10 anos de
diagnosticados con VIH, que habian recibido multiples esquemas de TAR y el 58,33 % habian sido
clasificados como sida, lo que implica bajos conteos de CD4 (40).

Tabla 14. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e inmunolégicas de los pacientes estudiados

Tratados No tratados Total
Caracteristicas Numero % Numero % Numero %
36 100 33 100 69 100
Edad: mediana (RIC) 41,5 (16-65) 36 (19-68) 38 (16-68)
15-30 7 19,44 11 33,33 18 26,09
31-45 13 36,11 12 36,36 25 36,23
46-60 15 41,67 8 24,24 23 33,33
> 60 1 2,78 2 6,06 3 4,35
Sexo
Masculino 32 88,89 29 87,88 61 88,41
Region de residencia
La Habana 30 83,33 22 66,67 52 75,36
Occidente (excluida Habana) 1 2,78 5 15,15 6 8,70
Centro 3 8,33 4 12,12 7 10,14
Oriente 2 5,56 2 6,06 4 5,80
Orientacion sexual
HSH 28 77,78 23 69,70 51 73,91
Afos de diagndstico de VIH: mediana (RIC) 13 (1-29) 1 (0-5) 3 (0-29)
< lafio (Diagndstico reciente) 2 5,56 27 81,82 29 42,03
> 1-3 afos 5 13,89 6 18,18 11 15,94
> 3-5 ainos 1 2,78 0 0,00 1 1,45
> 5-10 afos 8 22,22 0 0,00 8 11,59
> 10 afos 20 55,56 0 0,00 20 28,99
Sida al diagnéstico de VIH 3 8,33 4 12,12 7 10,14
Sida actual 21 58,33 4 12,12 25 36,23
Evoluciéon a sida a partir del diagndstico
< 1 afio 11 30,56 4 12,12 15 21,74
1-3 anos 4 11,11 0 0,00 4 5,80
> 3 afos 6 16,67 0 0,00 6 8,70
No sida 15 41,67 29 87,88 44 63,77
Carga viral en copias/mL: mediana(RIC) 61000 (87-2550000) 58150 (3640-6670000) 58600 (87-6670000)
< 1000 1 2,78 0 0 1 1,45
1000-10000 3 8,33 4 12,12 7 10,14
> 10000-100000 14 38,89 13 39,39 27 39,13
> 100000 13 36,11 13 39,39 26 37,68
Desconocido 5 13,89 3 9,09 8 11,59
Conteo de CD4 en células/mL: mediana (RIC) 189,5 (1-726) 410 (35-954) 259 (1-954)
< 200 18 50 4 12,12 22 31,88
200-500 11 30,56 11 33,33 22 31,88
> 500 3 8,33 10 30,30 13 18,84
Desconocido 4 11,11 8 24,24 12 17,39
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5.2 Deteccion de subtipos de VIH-1 en las regiones pol y env
El andlisis filogenético es la técnica de referencia para el subtipado y discriminacién entre

subtipos, CRF y URF de VIH, sin embargo debido a su complejidad se necesita de personal
altamente entrenado en programas bioinformaticos por lo que no estd implementado en la
practica habitual del laboratorio de virologia clinica. Para facilitar la identificacidn de los subtipos
de VIH en la rutina del laboratorio, se han desarrollado varias herramientas que se encuentran
disponibles en diferentes sitios webs (REGA, Standford, COMET, NCBI, STAR, EuResist,
TherapyEdge y jpHMM). Aunque son rdpidas, faciles de usar y muy utiles para la identificacion
de los subtipos puros, presentan el inconveniente de su menor sensibilidad para la
discriminacion entre las CRFs, con respecto al analisis filogenético convencional (85).
Recientemente, se dispone de métodos automatizados que permiten hacer el andlisis
filogenético de un conjunto de secuencias, incluida la generacién de arboles filogenéticos. Esto
posibilita, no solo confirmar de manera rapida y precisa los subtipos obtenidos con las otras
herramientas, sino ademas realizar estudios de origen y evolucién de un grupo de organismos (6,
85).

En el presente trabajo, se realizo el andlisis filogenético en 69 muestras, para una region de 187
aa del gen env que codifica los fragmentos de C2V3C3 de la gp 120. En 58 de las 69 muestras
(84,05 %) se pudo ademas secuenciar y analizar la region pol (99 aa de PR y 335 de la Tl). Se
utilizaron, como métodos iniciales para la determinacién de subtipos, las herramientas COMET y
Rega Subtyping tool. Todas las secuencias obtenidas (58 de po/ y 69 de env) fueron con
posterioridad re-clasificadas con el programa NGPhylogeny, que posibilitd construir arboles

filogenéticos (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Arbol filogenético del gen pol de VIH-1

El andlisis incluyé 87 secuencias nucleotidicas, 58 secuenciadas en el presente estudio y 29 de referencia.
La historia evolutiva se infirid utilizando el método de maxima verosimilitud (PhyML versién 3) y el
modelo de sustitucidn nuceotidica GTR. El arbol consenso, inferido se utilizd para representar la historia
evolutiva de las secuencias analizadas. Los diferentes subtipos se muestran en un arbol circular con ramas
sefialadas en diferentes colores de acuerdo al subtipo: subtipo A; Azul, subtipo B; ,
subtipo C; Gris, subtipo G; , CRFs_BG (20, 23,24), Rojo, CRF19 _cpx; Violeta, CRF18 cpx. Las
muestras cubanas secuenciadas en el presente estudio se encuentran marcadas con un tridngulo negro,
el resto son secuencias de referencia de los diferentes subtipos de VIH-1, incluidas en este trabajo.
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Figura 8. Arbol filogenético del gen env de VIH-1

El andlisis incluyé 80 secuencias nucleotidicas, 69 secuenciadas en el presente estudio y 17 de referencia.
La historia evolutiva se infirid utilizando el método de maxima verosimilitud (PhyML versién 3) y el
modelo de sustitucién nuceotidica GTR. El arbol consenso, inferido se utiliz6 para representar la historia
evolutiva de las secuencias analizadas. Los diferentes subtipos se muestran en un arbol circular con ramas
sefialadas en diferentes colores de acuerdo al subtipo: Azul, subtipo B; , subtipo C; ,
CRFs_BG (20, 23,24), Rojo, CRF19 cpx; Violeta, CRF18 cpx. Las muestras cubanas secuenciadas en el
presente estudio se encuentran marcadas con un tridngulo negro, el resto son secuencias de referencia
de los diferentes subtipos de VIH-1, incluidas en este trabajo.
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Los subtipos de VIH-1 detectados con mayor frecuencia fueron el subtipo B, el CRF19_cpx y los
CRF_BG (20, 23, 24), tanto al estudiar los genes env y pol por separado, como al examinar las
variantes virales de manera global, considerando el andlisis conjunto de los subtipos detectados
en las dos regiones del virus (Figuras 7 y 8 y Tabla 15), estos hallazgos coinciden con lo que se ha
observado en varios estudios previos de Cuba (51, 86-88).

En Cuba, a pesar de la baja prevalencia de la infeccion con el VIH-1 circulan gran variedad de
subtipos (86), principalmente B, C, G y H, las formas recombinantes CRFs_BG (20, 23 y 24) y los
recombinantes complejos, CRF19 cpx y CRF18 cpx (88). Mientras que los recombinantes BG
tienen origen cubano, los CRF18_cpx y CRF19_cpx parecen tener origen africano (88), aunque se
comportan de manera epidémica solo en Cuba. Esta diversidad contrasta con la epidemia casi
exclusiva de Subtipo B en el resto del Caribe (94 %) (87). En un estudio realizado por Kouri y
cols., donde se analizaron mas de 1500 secuencias de pacientes seropositivos a VIH, con fechas
de diagndstico de la infeccion desde 1986 hasta 2018, se observd que el subtipo B se
encontraba, de manera general en un 30 % de la poblacidn estudiada, mientras que las formas
recombinantes (CRF_BG, CRF19 cpx y CRF18 cpx), se encontraron en el 51 % de las muestras.
En menor cuantia se encontraron otros subtipos tales como, A, C, D, F, G, H, J, otras CRFs y URFs
(52).

Tabla 15. Variantes de VIH-1 obtenidas mediante secuenciacidn parcial de dos regiones del

virus, en las muestras analizadas.

Subtipo VIH-1 Subtipo en pol/ Subtipo en env Subtipo global
N=58 N=69 N=58
N ( %) N ( %) N ( %)
Al 1(1,72) 0 (0,00) 0 (0,00)
B 18 (31,03) 26 (37,68) 18 (31,03)
C 6 (10,34) 5(7,25) 5(8,62)
G 1(1,72) 0 (0,00) 0 (0,00)
CRF_BG 11(18,96) 17(24,64) 10(17,24)
CRF19_cpx 14 (24,13) 18 (26,09) 12 (20,68)
CRF18_cpx 7 (12,06) 3 (4,35) 1(1,72)
URF 0 (0,00) 0 (0,00) 12 (20,68)

Los subtipos de VIH-1 no cambiaron significativamente entre los pacientes tratados y no

tratados, aunque fue mas frecuente detectar los Subtipos B y C entre los pacientes tratados y los
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CRF_BG, CRF19_cpx y URF entre los no tratados (Tabla 16). Como se describié anteriormente, los
pacientes tratados tenian mas tiempo de diagnosticados y de infectados con VIH, que los
pacientes no tratados, lo que explica estas diferencias observadas en las frecuencias de los
subtipos. En la ultima década se ha observado una disminucién en la circulacion del subtipo B a
expensas de un incremento de los virus recombinantes BG (CRFBG_20, CRFBG_23 y CRFBG_24) y
el CRF19_cpx(51, 86-88).

Un estudio realizado en el 2017 por Machado y cols (51) en individuos cubanos con diagndstico
reciente de la infeccion por VIH, revelé que la frecuencia de aparicion de los subtipos B,
CRF19_cpx y CRF_BG (20, 23 y 24) fue casi idéntica: B (26,9 %), CRF19_cpx (24,1 %), CRF_BG (20,
23, 24) (23,4 %). Kouri y col, también encontraron resultados similares, pero en poblacién
mayoritariamente tratada; subtipo B (30 %), CRF19_cpx, (20 %), CRF_BG (20, 23, 24) (21 %),
CRF18 cpx (10 %). Aun mas, cuando la autora estratificd la distribuciéon de los subtipos de
acuerdo a la fecha de diagndstico de la infeccién por VIH, se observé que los subtipos A, C, F, Gy
H prevalecieron en individuos diagnosticados entre los afios 1986 a 1990 y que los
recombinantes BG no estaban al inicio de la epidemia cubana de VIH y se incrementaron de
manera significativa después de la década del 2000, a expensas de la disminucién del subtipo B.
El virus CRF19_cpx, aunque estaba desde el inicio de la epidemia, ha incrementado su frecuencia
de manera exponencial a partir del afio 2010 (89).

Tabla 16. Subtipo global de VIH-1 en pacientes tratados y no tratados mediante secuenciacién

parcial de dos regiones del virus.

Tratados No tratados Total
Subtipo global
N=29 % N=29 % N=58 %
B 12 41.38 6 20.69 18 31.03
C 4 13.79 1 3.45 5 8.62
CRF18_cpx 0 0.00 1 3.45 1 1.72
CRF19_cpx 5 17.24 7 24.14 12 20.69
CRF_BG (20, 23, 24) 3 10.34 7 24.14 10 17.24
URF 5 17.24 7 24.14 12 20.69

Al analizar los subtipos de manera global, se encontraron algunas diferencias en 12 muestras,
gue presentaron un subtipo viral diferente entre los genes pol y env. Estas variantes virales

fueron consideradas como URFs (cinco en pacientes tratados y siete en no tratados),
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representando el 20,7 % de las variantes virales detectadas al analizar el subtipo de manera
global (Tabla 16). Estos resultados coinciden con lo publicado por Machado y colaboradores (90)
los que describen un incremento de las CRF_BG y de multiples URF (11,1 %) entre pacientes
cubanos recién diagnosticados entre los afios 2013 y 2014. En ese estudio la URF mas
frecuentemente observada fue la combinaciéon de CRF18_cpx/CRF19_cpx.

La recombinacidn constituye una fuente adicional de variacién del VIH y desempefia un papel
esencial en su evolucién y en la expansion geografica de los subtipos. La generacién de retrovirus
recombinantes requiere que dos virus infecten una célula, bien simultdaneamente, a través de un
episodio Unico de transmision, o bien de forma secuencial, en varios episodios. En el VIH-1, la
recombinacién se puede producir entre diferentes cepas del mismo subtipo (intra-subtipo), de
distintos subtipos (inter-subtipo) o de diferentes grupos (inter-grupo) (91).

La recombinacién in vitro puede ligar mutaciones en el VIH-1 y aumentar la resistencia a un
determinado antirretroviral o generar virus multirresistentes (92). Este fendmeno puede darse
también in vivo. La recombinacién puede facilitar la adquisicién de mutaciones que compensen
la pérdida de la capacidad replicativa de estos virus, producida por mutaciones previas que
causan resistencia.

Najera y col., en un articulo publicado en la década del 2000 diserta sobre el sub-registro de
URFs en zonas donde circulan a la vez multiples subtipos y CRFs, asi como la posibilidad de
generar nuevas formas genéticas en aquellas poblaciones donde esto ocurre (4). Este fendmeno
coincide con lo observado en la epidemia cubana de VIH, donde circulan gran cantidad de
variantes genéticas, por lo que es de esperar el incremento de las URF en Cuba. Este resultado
ademas advierte sobre la importancia de secuenciar mas de un gen de VIH para obtener
resultados mas precisos al realizar estudios de epidemiologia molecular en el pais.

La alta frecuencia de recombinantes encontrados en las zonas donde circulan multiples formas
genéticas nos advierte sobre el posible efecto negativo del uso incontrolado de las drogas
antirretrovirales (ARVs). Esto podria potenciar la aparicion y circulacién generalizada de cepas
multirresistentes generadas a partir de la recombinacién (93, 94).

De manera interesante se observd que, en el presente estudio, el virus CRF18 cpx fue el mas
representado formando parte de las URF (7/12, 58,3 %, p=0,0000, OR: 63, IC: 6,3-622) y

especificamente entre los pacientes no tratados, en contraste con los tratados (5/7 vs 2/5,
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p=0,0455, OR: 21,00, IC: 1,21-564-14). La URF mas frecuente fue la combinacion de
CRF18_cpx/CRF19_cpx, todas observadas entre los pacientes no tratados (42,8 %) (Tablas 16 y
17). Solo una muestra (1,72 %) fue clasificada como CRF18_ cpx en el analisis del subtipo global.
Estos resultados concuerdan con lo publicado por Machado y colaboradores, los que
encontraron que la URF CRF18 cpx/CRF19 cpx fue la mas frecuente en pacientes recién
diagnosticados con VIH entre el 2013 y 2014 (90). Valdria la pena investigar en el futuro si el
hallazgo frecuente del CRF18_cpx, formando parte de las URF podria estar relacionado con una
desventaja evolutiva de esta variante viral y que en combinacién con otro subtipo u otra forma
recombinante podria incrementar su capacidad replicativa y su patogenicidad. En un estudio
anterior, donde se estudio el uso del correceptor en 42 muestras cubanas, se observd que las
dos muestras identificadas como CRF18_ cpx, tenian tropismo CCR5 (95). Como se discutira mas
adelante, en la presente investigacion, se observaron resultados similares.

Tabla 17. Distribucion de los virus recombinantes Unicos detectados entre pacientes tratados y

no tratados.

Subtipo gen pol/ gen URF % Tratados % No tratados %
env
G/B 1 8,33 0 0,00 1 14,3
CRF18_cpx/B 2 16,67 1 20,00 1 14,3
C/ CRF18_cpx 1 8,33 1 20,00 0 0,00
A1/CRF19_cpx 1 8,33 1 20,00 0 0,00
CRF18_cpx/CRF_BG 1 8,33 0 0,00 1 14,3
CRF19_cpx/CRF_BG 2 16,67 2 40,00 0 0,00
CRF_BG /CRF19_cpx 1 8,33 0 0,00 1 14,3
CRF18_cpx/CRF19_cpx 3 25.00 0 0,00 3 42,8
Total 12 100,00 5 100,00 7 100,00

5.3 Prediccidn del uso del correceptor viral y relaciéon con el Subtipo de VIH-1.
La entrada del VIH-1 a la célula diana es mediada por interacciones secuenciales de la

glicoproteina de la envoltura gp 120 con el CD4 y con uno de los dos receptores de quimiocinas
CCR5 o CXCR4, denominados correceptores del VIH (32). Los virus que predominan en las
primeras etapas de la infeccion utilizan preferiblemente el correceptor CCR5. Durante el curso
de la infeccidn se produce, en alrededor del 50 % de los pacientes, el cambio en el uso del

correceptor de VIH-1, de CCR5 a CXCR4. Se conoce que el cambio en el tropismo viral estd
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asociado con un deterioro acelerado del sistema inmune y un prondstico clinico desfavorable.
Ademas, se ha observado que el tratamiento con antagonistas de CCR5 puede seleccionar las
poblaciones minoritarias de los virus con la habilidad de utilizar CXCR4. Es por ello que la
determinacién del tropismo reviste importancia, no solo desde el punto de vista clinico, para el
paciente que iniciara terapia con Maraviroc, sino también desde el punto de vista
epidemioldgico, para identificar los virus que tienen potencialmente mayor virulencia y que
podrian estar relacionados con un mayor riesgo de progresidn rapida a sida (35).

Al investigar la prediccion del uso del correceptor en el presente estudio, se pudo observar que,
de manera general, la mayoria de las muestras mostraron el fenotipo R5, tanto al analizar el
subtipo en el fragmento de env (63,77 %, 44/69 muestras), como en el subtipo global (62,06 %,
36/58 muestras), mientras que el 36,23 % y el 37,93 % fueron R5X4/X4 para los mismos
fragmentos, respectivamente (Tabla 18). La literatura reporta que del 60 al 80 % de los sujetos,
en las primeras etapas de la infeccidn por el VIH, portan variantes virales R5 y se considera que
son las principales variantes virales responsables de las nuevas infecciones. Las variantes virales
X4 o R5X4 emergen en aproximadamente el 50 % de los individuos en etapas posteriores de la
enfermedad, generalmente asociado a rapida deplecién de las células TCD4" y progresion a sida
(96).Por otro lado, Kouri y cols., en 2016 (97) publicaron un estudio de 42 muestras de pacientes
cubanos seropositivos al VIH-1 y ellos describieron que el 38,1 % de los pacientes portaban virus
con capacidad reducida para el uso del correceptor CCR5 (virus R5X4 o X4), lo cual coincide con
los hallazgos de la presente investigacidn.

Al analizar la relacién entre el subtipo viral en el gen de la envoltura y el fenotipo o tropismo
viral en las muestras estudiadas, se demostréd que solo el subtipo C y el recombinante
CRF19_cpx, mostraron asociacion significativa con virus que utilizan el correceptor X4y R5X4/X4,
respectivamente (Tabla 18).Fue nueve veces mas probable que los virus del subtipo C tuvieran
tropismo X4 comparado con el resto de los subtipos, tanto al analizar el subtipo en el gen env
(p= 0,0260, OR:9,30 1C:1,57-54,96) como en el subtipo global (p=0,0318, OR:9,68, IC:1,43-
52,34).El analisis del CRF19 _cpx mostré que es casi tres veces mds probable que los virus
CRF19_cpx tengan tropismo viral R5X4/X4 en el gen env, comparado con las otras variantes
virales (p=0,0487; OR: 2,90;IC: 1,00-8,42). Esta asociacién se hace aun mas significativa al

analizar el subtipo de manera global, donde se encuentra una probabilidad de seis veces para los
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virus R5X4 (p=0,0051, OR: 6,23 IC: 1,58-24,43) y de cuatro veces para el andlisis de la suma de
R5X4/X4 (p=0,0234; OR: 4,23; IC: 1,15-15,52) (Tabla 18). Esto indica que el subtipo en la region
pol (que se tuvo en cuenta para el analisis global del subtipo), reviste un papel importante en el
tropismo viral, para el caso del virus CRF19_cpx, lo cual ha sido descrito previamente por Kouri y
colaboradores en 2015 (14).

El primer reporte de la relacién del CRF19 cpx con el uso del correceptor CXCR4 se realizé en
muestras de pacientes cubanos no tratados tomadas entre los afios 2007 y 2011 (14). Ese
estudio hallé que el CRF19 _cpx se asocid con una progresion rapida a sida y una de las hipotesis
para explicar esta progresion rapida fue el hallazgo de niveles mas altos de expresion de RANTES
y una proporcion significativamente mas frecuente de virus X4 entre los pacientes infectados
con esta variante viral (14). Otro estudio posterior, también de muestras de pacientes cubanos
mostré que los virus CRF19_cpx presentaban con mayor frecuencia cepas con tropismo R5X4/X4
(p=0.009) o X4 (p=0.019) (95). Los resultados de la presente investigacién refuerzan estos
hallazgos descritos casi exclusivamente en Cuba.

No obstante, en el aino 2018, un grupo de investigadores espafioles publicé la emergencia del
CRF19_cpx en 57 pacientes con orientacién sexual HSH, residentes de Mdlaga. Plantean el origen
del recombinante entre 2007 y 2010 y en estrecha relacién con otro virus CRF19_cpx reportado
en el Reino Unido. Ellos reportaron la asociacidon de este virus con la mutacién G190A, que
confiere resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos. Sin
embargo no encontraron asociacién con progresion rapida a sida. En este estudio solo se
secuencid el gen pol, por lo que no se pudo determinar el tropismo viral (98).

El virus CRF19 cpx es una forma genética compleja solo reportada en Cuba (99) pero con
evidencias ancestrales en Africa Central. En la actualidad, se ha convertido entre la segunda y la
tercera variante del VIH-1 en frecuencia que circula en Cuba (entre 20-24 %) (51).

Esta forma recombinante contiene en su genoma los subtipos D (C-parte de Gag, PR, TR y nef),
subtipo A (N-parte de Gag, Integrasa, Env) y subtipo G (Vif, Vpr, Vpu y parte C-terminal de Env)
(99). Los subtipos D y A han sido asociados con rapida y lenta progresion a sida, respectivamente
comparado con el subtipo B. La probabilidad de estar infectado con un virus que utiliza el
correceptor CXCR4 y no haber desarrollado sida, es mayor en el subtipo D que en el A, seglin un

estudio realizado en gestantes de Uganda (100), sugiriendo un cambio temprano en el uso del
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correceptor hacia una variante viral con tropismo X4. No obstante estos hallazgos no explicarian
nuestras observaciones debido a que en el virus CRF19_cpx, la regién que codifica para las
proteinas de la envoltura, responsables del tropismo, deriva del subtipo A. Por este motivo
debemos tratar de relacionar otras caracteristicas epidemiolégicas, del virus o de la respuesta
inmune, con la asociacién entre esta variante viral y el uso de este correceptor.

Tabla 18. Comparacidon de la prediccion del uso del correceptor entre los subtipos de VIH

detectados.
Muestras por subtipo Muestras por subtipo
N (%) N (%)
Total B C CRFBG | CRF19_cpx | CRF18_cpx | Total B c CREBG | CRF19_cpx | CRF18_cpx | URF
69(100) | 26(100) | 5(100) | 17(100) | 18(100) | 3(100) |58(100) | 18(100) | 5(100) | 10(100) | 12(100) | 1{(100) |12(100)
RS 44 19 2 12 8 3 36 14 2 8 4 1 7
(63,77) | (73.08) | (40) (70,58) (44,24 (100) | (62,06) | (7391) | (40) | (71,43) | (42,86) (100) | (54,55)
Valor p RS P=0,0487 P=0,0234
OR:0,343 OR:0,236
1C:0.11-0.99 IC:0,64-0,86
R5X4 14 4 0 4 6 0 12 1 0 2 6 0 3
(20,29) | (1538) (0) (23,53) (33,33) (0) (20,68) | (13,04) (0) (21,43) | (42,86) (0) (27)
Valor p P=0,0051
R5X4 OR:6,230
IC:1,58-24,43
X4 11 3 3 1 4 0 10 3 3 0 2 0 2
(1594) | (1154) | (60) (5,88) 2,2 0) (1724) | (1304) | (60 (7.4) | (14,29) o) [(1818)
Valor p X4 P=0,0260 P=0,0318
0R:9,305 0R:9,680
IC:1,57- IC:1,43-
5496 52,34
RSX4/X4* | 25 7 3 5 10 0 n 4 3 2 8 0 5
(36,3) | 2692) | (60) (29,41) (55,56) 0) (3793) | (2609) | (60) | (2857) | (57.14) o) | (4545)
Valor p P=0,0487 P=0,0234
R5X4/X4* OR:2,90 OR:4,233,
1C:1,00-8,42 IC:1,15-15,52

La asociacion del subtipo C con virus que utilizan el correceptor CXCR4, obtenida en la presente
investigacidn, contrasta con estudios anteriores. En estudios ex vivo, algunos autores han
publicado que, a pesar de que el subtipo C es el mas prevalente a nivel global, paraddjicamente
parece menos virulento que otros subtipos (101), sugiriendo un unico mecanismo molecular que
simultdneamente afecta la eficiencia replicativa del virus, a la vez que facilita los eventos de
transmisién viral. Muchos mecanismos parecen involucrar a las glicoproteinas de Env y a los

mecanismos de entrada, observandose que la deteccidon de variantes R5X4 y X4 es un evento
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relativamente raro para el subtipo C, aun en estadios avanzados de la infeccion, al compararse
con el subtipo B (102). Por su parte, Garrido y col., estudiaron un nimero mayor de muestras del
subtipo C y también encontraron baja frecuencia de aparicion del fenotipo X4 (34).

Venner y cols., en el 2016 (103)estudiaron mujeres de Uganda y Zimbawe y observaron que las
infectadas con el subtipo C tenian mayores conteos de células TCD4" durante el seguimiento, asi
como menos proporcidén de pacientes que evolucionaron a sida, en comparacién con los subtipo
A y D. De manera contrastante, Mlisana y cols., reportaron la progresion rdpida a sida en
mujeres sudafricanas infectadas con subtipo C, pero en esta investigacidon no se exploré el uso
del correceptor (104).

Estudios como los de Cashin y col. apoyan la hipdtesis de que las cepas R5 del subtipo C pueden
evolucionar in vivo a través de interacciones alteradas con CCR5, que puede manifestarse in vitro
como un incremento en la capacidad para emplear correceptores alternativos (105).
Schuitemaker H. y col., refieren un aumento de la presencia de cepas que utilizan CXCR4 en el
subtipo D (106, 107). Esta observacién es consistente con el ritmo mas rédpido de la progresién
de la enfermedad reportada para la infeccién con este subtipo tanto en Africa (108, 109), como
fuera de este continente (109).

Como se observa en la Tabla 17, de los 12 virus clasificados como URFs, cinco se clasificaron
como virus que utilizan el correceptor CXCR4 (tres R5X4 y dos X4) y al analizar los virus
recombinantes Unicos con tropismo dual o X4 que componen a estos recombinantes se observd
que tres de los cinco (60 %) tenian incluido al CRF19 _cpx en su genoma. En dos de estas
muestras el CRF19 _cpx se identificé en el gen de la envoltura y en la otra, en el gen de la
polimerasa viral. Como se describié anteriormente, la URF observada con mayor frecuencia fue
la combinacién CRF18 cpx/CRF19 cpx (tres muestras, dos X4 y una R5), todas en pacientes no
tratados, con diagndstico reciente de VIH. En contraste a lo descrito para el CRF19_cpx, los tres
virus CRF18_cpx obtenidos en el gen env, asi como el Unico CRF18_cpx detectado en pol, fueron
R5, coincidiendo con lo observado en estudios anteriores (14, 95). Habria que explorar en
estudios futuros la posibilidad de que el CRF18_cpx sea menos virulento, y con menor capacidad
replicativa y que necesite la combinacion con otra variante viral para su mejor adaptacidn. Se ha
planteado la hipdtesis de si la recombinacion inter-subtipo puede dar lugar a cepas mas

patdgenas si los fragmentos gendmicos de diferentes subtipos se unen en un virus con mayor
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capacidad de replicacidn, pero no se ha encontrado ninguna prueba directa para este escenario,
aunque los resultados de la presente investigacién apuntan a robustecer esta hipotesis (110).

La situacion es mas compleja con los genotipos mixtos (tanto CRFs como URFs) con sdélo unos
pocos aislamientos caracterizados hasta la fecha (111, 112). Un reciente estudio en Guinea
Bissau, muestra una alta frecuencia de virus con tropismo X4 (86 %) en la forma recombinante
CRF02_AG (84). De igual manera, también se ha reportado recientemente en Espafia una alta
incidencia de virus X4 entre usuarios de drogas intravenosas infectados con el recombinante
CRF14_BG (113), asi como la asociacion de CRFO1_AE con el fenotipo X4 en Tailandia (90).

Para determinar la prediccion del fenotipo viral a partir del genotipo, el programa mas empleado
es el Geno2Pheno, que se basa en los valores de FPR (34, 71). Existen varios algoritmos o guias
gue utilizan valores de corte diferentes para definir los virus X4. Las guias alemanas son las mas
estrictas en realizar esta clasificacidn, ya que solo aquellos virus con valores de FPR menores al 5
% son considerados X4. En la figura 9A podemos observar que entre las muestras estudiadas,
aquellas que se clasificaron como X4 mostraron valores medios de FPR de 1,15 %, las R5X4 de
12,76 % vy las clasificados como R5, valores de 58.02 %, demostrandose diferencias significativas
entre los grupos. Al comparar los valores medios de FPR con relacidon a la distribucién por
subtipos (Figura 9B), se detecté que el CRF19_cpx mostré cifras inferiores con relacion a los
otros subtipos estudiados (27,2 %), en particular con relacién al CRF18_cpx (83,8 %) y el Subtipo
B (44,3 %), donde esta diferencia fue significativa, lo que apoya el resultado antes descrito con
relacion a la mayor proporcién de virus X4 o R5X4 del recombinante CRF19 cpx. Por el contrario,
el virus CRF18_cpx exhibid los mayores valores de FPR, reforzando lo descrito previamente sobre
la relacion de este virus recombinante con el fenotipo R5 y la posibilidad de que sea un virus con
menor capacidad replicativa.

Un estudio longitudinal, empleando secuenciacion de nueva generacion, en 11 pacientes recién
infectados que mostraban fenotipo R5, reveld la emergencia de variantes que utilizaban el
correceptor CXCR4 en el 18,4 % de los pacientes. Los bajos niveles de FPR basales fueron
predictores del cambio temprano del correceptor (114). Esto demuestra el valor de FPR para

predecir el uso del correceptor.
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Figura 9. Media de los valores de FPR de cada secuencia (lazo V3) obtenida mediante la
prediccion del genotipo (geno2pheno) y estratificada acorde al uso del correceptor (A) y el
subtipo de VIH-1 (B).
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Figural0. Comparacion del uso del correceptor entre pacientes tratados y no tratados.
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Al estratificar el uso de correceptor entre pacientes tratados y no tratados no se observaron
diferencias entre los dos grupos para el uso del correceptor: de las 36 muestras estudiadas de
pacientes tratados, 23 (63,9 %) virus se clasificaron como R5, seis como R5X4 (16,7 %) y siete
como X4 (19,4 %). De las 33 muestras de pacientes no tratados, 21 (63,63 %) se catalogaron
como virus R5, ocho como R5X4 (24,24 %) y cuatro como X4 (12,12 %) (Datos no mostrados). Sin
embargo, si se revelaron algunas diferencias entre los subtipos, al analizar el gen env relacionado
con el uso del correceptor (Figura 10). Los virus del subtipo C fueron predominantemente X4 en
los pacientes tratados (3/4, 75 %, p=0,0178, OR: 14,777, IC: 1,71-127,58) y los virus CRF19_cpx
de tipo R5X4 (3/7, 42,86 %, p=0,0375, OR: 5,88, IC: 1,09-32,74). En los pacientes no tratados, es
llamativo, que a pesar de que estos pacientes en su mayoria (81,82 %) habian sido
diagnosticados recientemente, aquellos infectados con virus CRF19_cpx fueron preferentemente
de tipo X4, (4/7 pacientes, 36,36 %, p=0,0081, OR: 27,00, IC: 1,29-562,39). AUn mas, tres de
estos pacientes tenian menos de un ano de diagndstico de la infeccién con VIH y el cuarto tenia
dos afios de diagnosticado, lo cual apoyaria la hipdtesis descrita previamente de que el tropismo
X4 observado para el virus CRF19_cpx no estd relacionado con la evolucidon de la historia natural
de la infeccidn con VIH, sino con rdpida progresiéon a sida. Sin embargo, como no tenemos
certeza de la fecha de infeccion de estos pacientes, no se puede descartar que sean diagndsticos
tardios de la infeccién por VIH.

Por el contrario el subtipo C (también asociado en este estudio a fenotipo X4) se encontrd
principalmente en pacientes tratados, que en su mayoria tenian cinco o mas afos de
diagnosticados, coincidiendo con lo establecido clasicamente para el cambio de tropismo de R5
a X4. La literatura reporta que del 60 a 80 % de los sujetos, en las primeras etapas de la infeccion
por el VIH, portan variantes virales R5 y se considera que son los principales tipos de virus
responsables de las nuevas infecciones. Las variantes virales X4 o R5X4 emergen en
aproximadamente el 50 % de los individuos en etapas posteriores de la enfermedad,
generalmente asociado a rapida deplecién de las células TCD4" y progresion a sida (40).

Un estudio que involucré muestras de pacientes de la India, Uganda y Sudafrica, tratados y no
tratados, infectados con subtipos no B de VIH-1 revel6 que la mayoria de los pacientes no
tratados, infectados con subtipo C exhibieron fenotipo R5. Sin embargo, el 25 % de los pacientes

sudafricanos, infectados con subtipo C y que estaban bajo régimen de terapia exhibieron
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fenotipo R5X4 y el 4 %, X4 (115). Esto coincide con lo observado en la presente investigacion,
donde el subtipo C se asocié con fenotipo X4, pero estuvo relacionado a pacientes tratados.

Ese mismo estudio, concluyé que, de manera general, independientemente del subtipo, la
mayoria de los pacientes no tratados exhibieron virus con fenotipo R5, mientras que en los
pacientes tratados, emergieron las variantes R5X4, tanto para subtipo C (25 %) en Sudafrica,
como para Subtipo A (41 %) y subtipo D (65 %) en Uganda. El subtipo C de la India, tanto para
pacientes tratados como no tratados fue predominantemente R5 (mas de un 94 %) (115).

5.4 Relacidn entre el fenotipo viral, variables clinico epidemioldgicas, carga viral y el

conteo de células TCD4"
Existen una serie de factores que pueden condicionar la progresién a sida de los pacientes,

dentro de ellos se han reconocido factores dependientes del hospedero, del virus asi como del
ambiente (109).

Al analizar las variables epidemiolégicas de los pacientes estudiados con relacién al uso del
correceptor (Tabla 19), se observé que los pacientes infectados con virus R5X4, tanto tratados
(66,67 %) como no tratados (62,5 %), estaban comprendidos en el rango de edad entre 31y 45
afios (p=0,014, OR: 4,39, IC: 1,27-15,13). No encontramos una razén especifica para la deteccion
de virus con tropismo dual en pacientes con edades entre 31 y 45 afios, solo podriamos
argumentar que, debido a que se conoce que los virus con tropismo R5X4 son un paso
intermedio en el cambio de tropismo de R5 a X4, los pacientes que portan este tipo de virus
podrian estar en un rango de edad intermedio. Para al resto de las variables epidemioldgicas no
se presentaron diferencias significativas teniendo en cuenta el fenotipo viral. En un estudio
realizado por Guo y cols., en 99 pacientes no tratados, residentes en Jiaxing China, de los cuales
el 78,8 % eran del sexo masculino y la media de la edad era de 35 afios, no encontraron
diferencias significativas entre dichas variables y el uso del correceptor (116). Kouri y col., en el
2016 (95), tampoco observaron diferencias significativas entre las variables epidemioldgicas
(incluidas la edad, el sexo, la orientacion sexual) y el uso del correceptor, no siendo asi para el
tiempo de diagndstico, donde el 70,6 % de los pacientes con reciente diagndstico presentaban

virus R5.
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Tabla 19. Relacion del fenotipo viral con las variables epidemioldgicas de los pacientes
estudiados.

Predicciéon del fenotipo viral
Tratados No tratados

Datos del paciente
R5 (%) R5X4 % X4 % R5 % | R5X4 % X4 %

23 100 6 100 7 100 21 100 8 100 4 100
Rango de edad
15-30 4 17,39 1 16,67 2 28,57 9 42,86 2 25,00 O 0,00
31-45 7 30,43 4 66,67 2 28,57 7 33,33 5 62,50 [0} 0,00
46-60 11 47,83 1 16,67 3 42,86 5 2381 1 12,50 2 50,00
>60 1 4,35 0 0,00 ] 0,00 [0] 0,00 o 0,00 2 50,00
Region de residencia
La Habana 19 82,61 4 66,67 7 100,00 13 61,90 6 75,00 3 75,00
Occidente (excluida La Habana) 1 4,35 0 0,00 0 0,00 4 19,05 0 0,00 1 25,00
Centro, 1 4,35 2 33,33 0 0,00 3 14,29 1 12,50 [0} 0,00
Oriente 2 8,70 (0] 0,00 0] 0,00 1 4,76 1 12,50 O 0,00
Sexo Masculino 22 | 95,65 4 66,67 6 85,71 17 80,95 8 100,00 O 0,00
Orientacion sexual HSH 18 78,26 4 66,67 6 85,71 13 61,90 6 75,00 O 0,00
Aios de diagnéstico de VIH
< lafio (Diagndstico reciente) 1 4,35 1 16,67 O 0,00 18 85,71 6 75,00 3 75,00
>1-3 afios 3 13,04 1 16,67 1 14,29 3 14,29 2 25,00 1 25,00
>3-5afios 1 4,35 (0] 0,00 (0] 0,00 (0] 0,00 (0] 0,00 (0] 0,00
>5-10aflos 5 21,74 1 16,67 2 28,57 [0] 0,00 o 0,00 o] 0,00
>10afios 13 56,52 3 50,00 4 57,14 o] 0,00 o] 0,00 0 0,00
Sida al diagnéstico de VIH 3 13,04 1 16,67 0 0,00 3 14,29 1 12,50 [0} 0,00
Sida actual 12 52,17 4 66,67 5 71,43 3 14,29 1 12,50 0 0,00
Evolucién a sida después del dignéstico de VIH
<lafio 6 26,09 4 66,67 1 14,29 3 14,29 1 12,50 O 0,00
1-3 afios 2 8,70 o 0,00 2 28,57 9] 0,00 0] 0,00 o] 0,00
>3 afios 4 17,39 (o] 0,00 2 28,57 o] 0,00 o] 0,00 (0] 0,00
Nosida 11 47,83 2 33,33 2 28,57 18 85,71 7 87,50 4 100,00

Como se observa en la Tabla 20, del total de pacientes que tenian CV disponible (61/69), 24
fueron clasificados como R5X4/X4, siendo 3,9 veces mas probable que los pacientes infectados
con estos fenotipos virales tuvieran CV superior a las 100 000 copias/mL (p=0,012, OR: 3,93, IC:
1,32-11,67). Ademas, al examinar las medianas de las cargas virales (Figura 11) con relacidn al
fenotipo viral se observaron mayores valores de CV para el fenotipo R5X4 y X4, siendo esta
diferencia significativa para los virus R5X4 (p=0,0278). Sin embargo al analizar por separado
pacientes tratados y no tratados no se observaron diferencias significativas (datos no
mostrados).

Usualmente, se define que los virus R5 tienen una baja capacidad replicativa con velocidad de
replicacion lenta (conocidos como slow/low), con valores de CV bajos y no son inductores de
sincicios. Estos virus predominan en la etapa mas temprana de la infeccién y se han asociado con
una progresion lenta a sida. Lo contrario se refiere para los virus R5X4 o X4,(117) que tienen
mayor capacidad replicativa, son inductores de sincicios y por tanto exhiben mayores niveles de
CV y bajos conteos de células TCD4" (85), lo que coincide con los hallazgos mostrados en este

estudio.
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Tabla 20. Relacion del fenotipo viral con la carga viral y el conteo de CD4 de los pacientes.

Prediccion del fenotipo viral
Caracteristicas clinicas Tratados No tratados Total | %
RS (%) RX4 % X4 % RS (%) RX4 % X4 %
23 | 100 6 00 7 | 100 21 | 100 8 | 100 4 100 | 69 | 100

Carga viral en copias/mL

<1000 1 43| 0 (000, O 00O, O | 000, O |000 O 000 1 |2145
1000-100000 3 1304 O 000 O 000 3 1429 1 1250 0 000 7 1014
>10000-1000000 8 3478 2 3333| 4 |5714| 11 5238 1 (1250 1 2500 27 |3913
>100000 7 3043 4 6667 2 (2857 4 1905 6 /500 3 7500 26 3768
Desconocido, 4 1739 0 000 1 1429 3 |1429 0 (000 O | 000/ 8 |1159
Conteo de CD4 en células/mL
<2000 9 |3913| 5 (833 4 (5714 3 |1429 1 1250/ O | 000 | 22 | 3188
200-5000 8 34,78 1 1667 2 2857 7 3333 3 3750 1 2500 22 31,88
>5000 3 1304/ O | 000 O | 000 7 |3333 2 [2500 1 |2500 13 |1884
Desconocidor 3 1304 O 000 1 1429 4 1905 2 2500 2 5000 12 1739
p=0,0522
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Figura 11. Mediana de los valores de CV estratificada acorde al uso del correceptor

A pesar de que las medianas del conteo de CD4 fueron superiores en los pacientes infectados
con virus R5, la diferencia no fue significativa al estudiar el total de muestras con CD4 disponible
(Figura 12 A). En el estudio realizado por Guo y cols, en pacientes chinos, no tratados, al asociar
la media del conteo de CD4 con el tropismo, no observaron diferencias significativas entre los
pacientes con virus R5 con los que portaban variantes X4 (116). En la presente investigacion, al
analizar los pacientes tratados se observan valores significativamente inferiores en aquellos que

portaban virus R5X4 comparados con los que tenian virus R5. Al estratificar el conteo de células
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TCD4", se observé que, en los pacientes tratados, el 83,3 % y el 57,14 % de los infectados con
virus R5X4 y X4, respectivamente, tenian conteos celulares por debajo de 200 células (Figura 12
By Tabla 20).

Las variaciones de los recuentos de células TCD4" en el tiempo se considera un predictor central
de la progresion de la enfermedad, la muerte y el inicio del tratamiento y es utilizado por OMS
para definir estadificacién de la enfermedad (40). Aunque la replicaciéon del virus y por
consiguiente la CV es el motor que impulsa la progresién a sida, el recuento de células TCD4" es
el marcador mas util para predecir el riesgo inmediato de desarrollar determinadas infecciones
oportunistas. En un estudio realizado por Garrido y col, en el cual se incluyeron 150 muestras de
plasma de pacientes seropositivos espafoles, se observd la alta prevalencia de virus X4 entre
pacientes tratados y con conteo de células TCD4" inferior a las 200 células.(34). Maartens y cols.,
en una actualizacion de la historia natural y patogenia de la infeccion por VIH-1 refieren que el
conteo de células TCD4" en sangre es dindmico; ya que en la infeccién aguda ocurre una
reduccion de los mismos, seguido de una recuperacion de la concentracion y finalmente hay una

disminucion progresiva si no se trata la infeccién por VIH-1 (118).
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Figura 12. Mediana de los valores de CD4" estratificada acorde al uso del correceptor. A: Todos

los pacientes, B: Pacientes tratados y C: Pacientes no tratados.

Al analizar la relacién entre los subtipos detectados en el presente estudio (en el gen env, pol, asi
como de manera global) con las variables epidemioldgicas, se observaron algunas asociaciones

significativas. Como se muestra en la Anexo 3, los recombinantes CRF_BG (teniendo en cuenta el
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subtipo detectado en env) fueron mas frecuentes en pacientes que se encontraban en las
edades comprendidas entre 15 y 30 afios (8/17, 47,06 %, p= 0,023, OR: 3,73, IC: 1,15-12,10) y
que tenian diagndstico reciente de la infeccidn por VIH, con relacién a los otros subtipos (12/17,
70,59 %, p=0,006, OR: 4,94, 1C:1,50-16,29). Por el contrario, el subtipo B fue significativamente
menos frecuente en pacientes con infeccién reciente (7/26, 26,92 %, p=0,048, OR: 0,35, IC: 0,12-
1,00). Esto coincide con lo planteado anteriormente sobre el incremento de las formas
recombinantes BG, a expensas de la disminucién del subtipo B en pacientes recién infectados
(51).

El subtipo C (al analizar el gen env), fue significativamente mas frecuentes entre pacientes del
sexo femenino comparado con el resto de los subtipos (2/5 de Subtipo C vs 6/64 con otros
subtipos, p=0,039, OR: 6,44, IC: 0,89-46,52) (Anexo 4).

Cerca de la mitad de la infeccién global de VIH es causada por cepas del subtipo C, el cual es el
mas predominante entre los nueve subtipos puros de VIH y las numerosas URFs y CRFs (119).
Esta variante viral se introdujo en Cuba desde el inicio de la epidemia de VIH, en 1986 y en sus
inicios estuvo vinculada a individuos heterosexuales que se infectaron en Africa y
probablemente se ha mantenido circulando en alguna medida entre este grupo de pacientes
(120, 121). Varios estudios de Africa muestran elevada prevalencia de subtipo C en ese
continente, incluida la elevada prevalencia entre mujeres (104). Por otro lado, este virus también
estuvo asociado con sida actual (en pol 5/6 pacientes, p=0,015, OR: 10,29, IC: 1,11-95,14 y en
env 4/5 pacientes p=0,035, OR: 8,19, IC: 0,86-77,90), lo cual es de esperar, ya que como se ha
referido anteriormente en su mayoria, eran pacientes tratados y con mas de 10 afios de
diagnodstico de infeccion con VIH (Anexos 3 y 4). Previamente se describié, en la presente
investigacion, que el subtipo C estuvo asociado al fenotipo X4 del virus, lo cual se justifica por las
caracteristicas epidemioldgicas que tenian estos pacientes y la evolucion natural de la infeccidn
por VIH.

El 85,71 % (6/7) de los pacientes infectados con el virus recombinante CRF18_cpx (en el gen pol)
tenian diagndstico reciente de la infeccién (p=0,015, OR: 10,10, IC: 1,12-90,45) (Anexo 3). Como
se ha descrito en varios articulos y se discutié previamente en esta investigacion, las formas
recombinantes del VIH-1, particularmente las CRF_BG y CRF19 cpx se han detectado cada vez

con mas frecuencia en Cuba, asi como las URF (51, 52) debido tanto a la propagacion de la
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epidemia como la continua generacidon de nuevas formas recombinantes Unicas en zonas donde
circulan diferentes variantes genéticas (122). El virus CRF18_cpx, se ha mantenido en cuarto
lugar de frecuencia durante muchos afios (51, 52) y en el presente estudio comprobamos que
estuvo casi exclusivamente formando parte de las URF (al analizar el subtipo global), indicando
qgue la recombinacién del CRF18 cpx con otro virus podria representar una ventaja evolutiva
facilitando las nuevas infecciones por VIH en el pais.

Como se describe en la Anexo 3, el virus CRF19_cpx (en el gen pol) se asocid con la orientacion
sexual HSH (7/14 CRF19 cpx vs 11/44 de otros subtipos, 50 %, p= 0,050, OR: 0,29, IC: 0,083-
1,03). La epidemia de VIH se ha caracterizado, de manera general, por un predominio de la
conducta sexual HSH, entre los individuos infectados (13). Sin embargo se han observado
diferencias en la distribucidn de los subtipos en relacidn con la orientacién sexual. Los subtipos
A, F, G, H que circulan en Cuba, se han asociado a la orientacidén sexual heterosexual, debido al
origen africano de estos subtipos, que se introdujeron en el pais a partir de personal cubano,
fundamentalmente militares, que estuvieron colaborando en Africa entre las décadas del 70 y el
80 del siglo pasado (123-125). Por el contrario, el subtipo B, generalmente se ha asociado a
orientacién sexual HSH, lo que ha sido observado en varios estudios (123-125). La mayoria de los
estudios también han descrito una mayor frecuencia de los virus CRF19_cpx y CRF_BG entre los
HSH, aunque las diferencias no han sido significativas, como se observa en la presente
investigacion para el CRF19_cpx. Habria que explorar si este virus se encuentra formando algin
cluster de transmisién, aunque acorde a los datos epidemioldgicos recogidos, los pacientes no
estaban relacionados. No se encontré asociacién con ninguna otra variable epidemioldgica.
Otros estudios también han referido la distribucién de determinados subtipos entre personas
con conductas especificas de riesgo. Gonzalez-Domenech y cols., reportaron la emergencia de un
brote de CRF19 _cpx en hombres espafioles jovenes, recién diagnosticados con VIH, todos ellos
con orientaciéon sexual HSH (98). Otro estudio publicado en 2019, también de individuos
espanoles HSH infectados con VIH, demostrd la presencia de variantes no B, agrupadas en cinco
cldster que incluian 10 o mas individuos (dos cluster diferentes de subtipo F1 y uno de cada una
de las variantes CRF02_AG, Al y C), demostrando que la epidemia de VIH entre HSH espafoles

se ha diversificado, con la expansidn de variantes no B (126). Otro estudio en Alemania describio
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un incremento en la circulacién de subtipo A entre HSH y de subtipo C entre heterosexuales
usuarios de drogas intravenosas (127).

Tabla 21. Relacién entre el rango de edad con los aiios de diagndstico y el estadio de sida entre
los pacientes estudiados.

Rango de edad
Variables epidemioldgicas 15-300 % 131-45 % 46-60| % > 60 %
18 100 25 100 23 100 3 100
Ainos de diagndstico de VIH

< lano (Diagnéstico reciente) 12 @ 66,67 9 36,00 7 30,43 1 33,33
> 1-3 anos 3 16,67 4 16,00 3 13,04 1 33,33

> 3-5 afos 0 0,00 1 4,00 0 0,00 0 0,00

> 5-10 afnos 3 16,67 4 16,00 1 4,35 0 0,00

> 10 anos 0 0,00 7 28,00 12 52,17 1 33,33

Sida actual 1 5,56 7 28,00 16 | 69,57 1 33,33

Adicionalmente se encontraron algunas diferencias estadisticas entre los pacientes estudiados,
no directamente relacionadas con el subtipo o tropismo viral (Tabla 21. Los pacientes con
edades entre 46-60 aifos, estuvieron relacionados con tener mas de 10 afios de diagndstico,
(12/23, 52,17 % p=0,003, OR: 5,18, IC: 1,69-15,85) y sida al momento del estudio (16/23, 69,57
%, p=0,000, OR: 9,37, IC: 2,97-29,64). Por el contrario, los individuos en los rangos de edades de
15-30 afios se asociaron con diagndstico reciente (12/18, 66,67 %, p=0,014, OR: 4,0, IC: 1,27-
12,50) y con no tener sida al momento de la toma de la muestra (1/18, 5,56 % p=0,002, OR:
0,066, IC: 0,008-0,53). Esto se justifica por la evolucion de la infeccidn con VIH, donde se plantea
gue en un periodo de 8 a 10 afios los pacientes progresan a sida (109). El empleo de la terapia
ARV ha modificado la historia natural y evolucién de la infecciéon, no obstante hay un grupo de
pacientes que desarrollan fallo a la terapia por diversas causas (mala adherencia, resistencia
ARV, entre otras) y que pueden evolucionar a sida (128). Los pacientes tratados, incluidos en la
presente investigacién, habian recibido multiples regimenes de terapia y se incorporaron al
estudio de tropismo para evaluar la factibilidad del empleo de Maraviroc, por ello es mas
probable que este grupo esté incluido en los de mayor edad, mas tiempo de diagndstico y estén
en la etapa de sida. La relacion de los pacientes jévenes con aquellos que tienen diagndstico
reciente y que no tienen sida, también se justifica por lo referido respecto a la evolucion y curso

clinico de la infecciéon con VIH (40) y evidencia que en Cuba, la edad de adquisicién de la
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infeccion predomina entre los individuos jévenes y que el diagndstico se realiza por lo general en
etapas tempranas de la infeccién con VIH (13).

Al comparar los valores de CV entre los diferentes subtipos virales, teniendo en cuenta la
variante detectada al secuenciar el gen env (Figura 13A), pol (Figura 13B) y en el analisis del
subtipo global (Figura 13C), se observaron diferencias en los valores de CV entre los subtipos,
demostrandose cifras de CV significativamente superiores para los virus CRF19_cpx, comparado
con los otros virus (p<0,05), tanto en pol, en env, como en el analisis del subtipo global. Por otro
lado, el subtipo B fue el que mostrd valores mas bajos de CV, demostrandose diferencias
significativas con relacion a los otros subtipos. Al estratificar los valores de CV por rangos (Anexo
6), se observa que los virus del Subtipo B mostraron valores bajos de CV (rango de 1000-10 000
copias/mL, al analizar el gen pol (p= 0,0000, OR: 0,0071, IC: 0,000-0,075).

En un estudio previo de progresion rapida a sida publicado por Kouri y cols.,utilizando también
muestras de VIH de pacientes cubanos, se compararon los subtipos B y CRF20-23-24_BG con el
CRF19 cpx, revelando que los pacientes infectados con este Gltimo tenian mayores niveles de CV
al diagnodstico de VIH, mientras que al momento de la toma de la muestra la diferencia se
observd solo al comparar con los CRF_BG (20, 23, 24) (14). Esto coincide con los resultados
observados en este estudio, con respecto a la mayor CV del CRF19_cpx comparada con los otros
subtipos, es especial con el subtipo B.

La alta CV del CRF19_cpx, quizds resultante de la alta replicacién viral podria apoyar la hipétesis
de que esta variante viral tiene mayor capacidad replicativa, que es un rasgo distintivo de los
virus que utilizan el correceptor CXCR4. Kouri y cols., llegaron a la conclusién de que estos virus
presentan una alta adecuacién evolutiva, lo que permite que se repliquen de manera eficiente
activando la respuesta inmune, lo que a su vez incrementa los niveles de RANTES, esta
guimiocina (ligando natural del CCR5) bloqueando el correceptor de entrada CCR5, promoviendo

el cambio del virus R5 a X4, explicando potencialmente la rdpida progresion a sida.
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5.5 Mutaciones en las regiones V2 y V3 de la proteina de envoltura gp 120, en las
secuencias cubanas de VIH-1.
Esta bien establecido que, para que ocurra la entrada del VIH a la célula hospedera, la gp 120

viral debe primero unirse a dos receptores celulares: la molécula CD4 y a uno de los dos
correceptores (CCR5 y CXCR4) (33).

El lazo V3 de la gp 120 es un componente esencial del sitio de unién al correceptor y es el
principal determinante del tropismo viral, es una regién altamente inmunogénica y esta
intimamente relacionada con la infectividad viral (129). En contraste V2, aunque también forma
parte del sitio de unién al correceptor, no es esencial para la infectividad viral, pero participa en
varias funciones de Env: proporciona un motivo que se une a las integrinas a4p7 (receptor
involucrado en la persistencia del virus en la mucosa intestinal), también contribuye a la
formacion del trimero de la gp 120 y se ha demostrado que cambios en la longitud de V2 y en los
patrones de glicosilacién facilitan al virus escapar de la neutralizacién de los anticuerpos
especificos para V3 y células TCD4" (5).

Las mutaciones del lazo V3 se han reportado como las mds importantes para definir el uso del
correceptor, sin embargo, se ha reconocido que también se requieren mutaciones adicionales en

las regiones de V1/V2 y C4 para el cambio del tropismo (122).

5.5.1 Mutaciones en el lazo V3
La region del lazo V3 tiene una longitud de 35 aminoacidos y abarca desde las posiciones 297 a

331 de la gp 120 de VIH. Aunque la secuencia aminoacidica de V3 es altamente variable, por lo
general la longitud de esta regidon es conservada. De hecho, es la regién menos variable entre las
regiones variables del gen env (129). Como se observa en el anexo 7 la mayoria de las secuencias
analizadas en la presente investigacién mantienen los 35 aminodcidos. Solo dos secuencias
(Subtipo C y B, respectivamente) presentaron inserciones de los aminoacidos G e | entre las
posiciones 14 y 15 del lazo V3 (309-312 de la gp 120), mientras que otras cuatro presentaron
deleciones en la posicion 24 (tres CRF19_cpx y un CRF18_cpx).

En la presente investigacidn se observo alta concordancia para las 44 muestras clasificadas como
R5 por el programa de prediccion del fenotipo viral a partir del genotipo (G2P), al compararlo
con el analisis mediante el calculo de la carga neta (43/44, 97,73 %), asi como con la regla 11/25

(100 %). También se aprecia correspondencia parcial para las 12 muestras clasificadas como X4
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con el programa G2P, al compararlo con el analisis mediante el calculo de la carga neta (6/12, 50
%), asi como con la regla 11/25 (7/12, 58,33 %). Sin embargo esta correlacion fallé al analizar las
muestras con tropismo dual, ya que segun la regla 11/25 todas se clasificaron como virus R5 y
mediante la carga neta, 13/14 fueron también consideradas como R5. Al analizar estas variables
con relacién al subtipo, se observé que para todos los virus del subtipo B clasificados como R5 o
X4 se cumplen las reglas antes mencionadas con relacion al tropismo, no siendo asi para los
otros subtipos. En un estudio realizado por Garrido y col., se observd que la herramienta
genotipica G2P, presentaba una buena sensibilidad para inferir el tropismo X4 en los virus del
subtipo B, pero tuvo una mala especificidad para los subtipos no B, ademas mostré una
sobreestimacion de los virus con tropismo X4 para los subtipos no B, siendo estos resultados
coincidentes con los obtenidos en esta investigacion (34). Al inicio de la epidemia mundial se
infirio que el subtipo predominante era el B, ya que los estudios de secuencias virales
generalmente se realizaban a partir de muestras del continente americano o europeo. Por ello,
los algoritmos creados para el analisis del uso del correceptor se basan fundamentalmente en las
caracteristicas de este subtipo, por lo que la sensibilidad y la especificidad para el mismo son
mayores comparadas con las observadas para los subtipos no B (53).

Como se muestra para el subtipo B del VIH-1, el bucle V3 también parece ser el principal
determinante genético en la eleccién del correceptor en los subtipos D y A. En estudios mas
recientes, las cepas del subtipo C que usaban el CXCR4 no muestran la misma dependencia que
otros subtipos en los residuos cargados positivamente en el bucle V3 (130, 131).

AUun mas, estudios recientes sobre los subtipos C, D, CRFO1 y CRFO02 indican que las reglas
podrian diferir, dependiendo del subtipo. Las distribuciones de los correceptores entre los
diferentes subtipos de VIH-1 también difieren considerablemente (107, 132). La enfermedad
progresa mas rapidamente en pacientes con una infeccién de subtipo D, tal vez debido a la alta
prevalencia de cepas con tropismo X4 y poblaciones de virus mixtos (108, 109), lo cual esta en
concordancia con los hallazgos reportados en el presente estudio, asi como en otros estudios del
virus CRF19_cpx de Cuba (14). Por lo tanto, es esencial predecir con exactitud el tropismo, tanto
para el inicio de la terapia con inhibidores de CCR5, como para los estudios de patogenia. El
empleo de métodos fenotipicos, podria constituir una de las herramientas que permitirian

confirmar el tropismo viral (96).
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La comparaciéon de las secuencias aminoacidicas del lazo V3 entre las 69 muestras mostré
diferencias significativas entre los diferentes subtipos (Anexo 7). El aminoacido Histidina (H) en
la posicién 13 fue mucho mas frecuente en el subtipo B (11/26, 42,30 %) (p=0,0416, OR: 4,60, IC:
1,00- 21,42) y en el CRF18_cpx (3/3) (p=0,0088, OR: 43,40, IC: 1,68- 1119,71), comparado con el
CRF_BG (2/17, 11,76 %). Por el contrario, la R fue mds prevalente en esa posicidon en las CFRs
CRF19_cpx (9/18, 50 %) (p=0,0001), CRF_BG (13/17) (p<0,00001) y en el subtipo C (4/5, 80 %)

(p=0,0002), mientras que ninguna muestra del subtipo B tenia este aminoacido (p=0,0001).

La R en la posicidn 18 (23/26, 88,46 %) se detectd con mas frecuencia en el subtipo B comparado
con los recombinantes, que en esta posicidon tenian principalmente glutamina (Q): CRFs_BG
17/17, CRF18 cpx 3/3 y CRF19 cpx 16/18, (p<0,00001). Adicionalmente, los virus CRF19_cpx
tenian V en la posicién 12 (16/18, 88,9 %) y 19 (15/18, 83,3 %) en contraste a la | y la A
detectadas en estas posiciones, respectivamente, para casi todas las muestras de las otras
variantes virales analizadas, excepto el subtipo C. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p=0,0001). El subtipo C en la posicion 12 tenia V en 3/5 (60 %) muestras y en la

posicidn 19, mostro diferentes aminodcidos.

Se identificaron aminoacidos caracteristicos del CRF19_cpx en el lazo V3 (V12, R/H13, Q18, V19),
los que fueron significativamente mas frecuentes en esta variante viral, en comparacion con el
subtipo B. También los CRFs_BG 20-23-24 tenian estas mutaciones en las posiciones 13 y 18 en
comparacion con el subtipo B (p <0,0001). Los CRF_BG (20, 23, 24), presentaron diferencias
significativas con el resto de los subtipos en cuanto a la presencia de la A en la posicidn 22 (p=

0,009; OR: 7,86; IC: 1,36-45,52).

Estos polimorfismos especificos de los diferentes subtipos coinciden con los hallazgos publicados
recientemente en secuencias cubanas, donde se observd un patron de mutaciones para cada
uno de los diferentes virus que circulan en Cuba (95). Otros investigadores también han
informado previamente la asociacién entre algunas variantes virales y determinadas mutaciones
del lazo V3. Zhang y cols., en 2014 encontraron que la mutacion E25R/Q/N fue la mas frecuente

entre los subtipos C, By CRFO7_BC.(133).

Se observod que, en la punta del bucle V3 de los subtipos No-B del presente estudio, fue mas

prevalente la secuencia aminoacidica GPGQ (88,37 %, 38/43 muestras, p <0,0001), mientras que
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en los subtipos B predomind el motivo GPGR (88,46 %, 23/26 muestras), lo que coincide con
estudios anteriores realizados en muestras cubanas (82). Un estudio publicado en el 2010 (134)
sobre la variabilidad del bucle V3 comenta que la secuencia aminoacidica GPGR es
frecuentemente encontrada en el subtipo B del VIH-1, mientras que la GPGQ predomina entre

todas las demads cepas del VIH-1 (134).

Ellos establecen una comparacién entre secuencias del lazo V3 de pacientes franceses y
brasilefios y encuentran que el motivo GPGR fue predominante en pacientes franceses y menos
frecuentes en pacientes brasilefios, los que mostraron una mayor diversidad en la punta del
bucle V3. Ademds exponen que se ha identificado una variante del subtipo B (B-Br) con el motivo
GWGR en una alta proporcion de pacientes infectados con el subtipo B en Brasil y que ha sido
reconocida como predominante en varios estudios. En esta investigacidn solo se identificd un

paciente del subtipo B (CU065-18) que presentaba dicha variante B-Br (135).

Un estudio realizado en Espaiia en el 2014, donde describen el predominio de virus CRF14_BG
con tropismo CXCR4 entre pacientes recién diagnosticados, refieren que las mutaciones T13,
M14, V19 y W20, fueron identificadas mayoritariamente en este recombinante, comparado con
el subtipo B (136). Sin embargo, en los virus CRF_BG secuenciados en la presente investigacion,
no se observo el patrén descrito para el CRF14_BG. Vale la pena recalcar que en la regién env
(especificamente V3) el CRF14_BG contiene el subtipo B, mientras que los CRF_BG (20, 23, 24)
(descritos en Cuba) contienen el subtipo G en este gen, por lo que es de esperar que los
patrones de mutaciones sean diferentes entre estos recombinantes BG.

Se ha descrito que las secuencias de V3 varian considerablemente entre las diferentes cepas y
subtipos virales y esta variabilidad es mas pronunciada en la corona del lazo V3 (14 aminoacidos
en el medio de V3). No obstante, existen regiones conservadas que estan relacionadas con la
importante funcion de V3 como elemento del sitio receptor de quimiocinas (CCR5 y CXCR4),
facilitando la entrada del virus a la célula (8).

Estas regiones conservadas son consideradas blancos potenciales para el disefio de
inmundgenos que sean capaces de generar una respuesta amplia y cruzada de anticuerpos
neutralizantes frente a diferentes cepas virales. Es por ello que el reconocimiento de las regiones

gue son especificas de cada variante viral y las regiones conservadas del lazo V3 reviste gran
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importancia, especificamente para el disefio de candidatos vacunales cubanos, donde habria que

tener en cuenta la variabilidad de los subtipos, CRF y URF que circulan en el pais.

5.5.2 Mutaciones en el lazo V2 de la gp 120
La region variable V2, también juega un papel crucial en el enmascaramiento de los epitopos

neutralizantes de la gp 120. Los cambios en la longitud de V2 y en los patrones de glicosilacion
favorecen el escape del virus a la respuesta inmune mediada por anticuerpos especificos para V3
(129). La region V2 es variable tanto en la secuencia de aminodcidos como en la longitud, siendo
mucho mas variable que V3. V2 es inmunogénica en el 20-45 % de las personas infectadas con
VIH, en contraste con V3 que induce respuesta inmune en casi el 100 % de los individuos
infectados. El lazo V2 comienza justo al terminar V1, tiene una longitud promedio de 39 a 40
aminodcidos y abarca desde las posiciones 158 hasta la 196 de la gp 120 de VIH. V2 estd limitada
por puentes de cisteina y la region hipervariable comprende desde la posicién D185 hasta la
$190, donde se observan multiples inserciones(129).

En 40 (57,97 %) de las 69 secuencias del gen env se pudo analizar, ademas de la regién V3, la
region variable V2 (Anexo 8). La longitud de las secuencias vario entre las muestras estudiadas,
siendo la de menor longitud la CU051-18 (37 aminoacidos, subtipo B, tropismo R5X4) y la de
mayor longitud la CU066-18 (46 aminoacidos, CRF_BG, tropismo R5). El promedio de la longitud
de las secuencias fue 40,05 aminodcidos con multiples deleciones e inserciones, particularmente
en la regidn hipervariable (Anexo 8).

Similar a lo observado para V3, se observan algunas diferencias en la secuencia de aminodcidos,
relacionadas al subtipo viral. En la posicion 164 fue mas frecuente observar el aminoacido E
entre los virus recombinantes CRF19 cpx, CRF_BG y CRF18 cpx (15/18, 83,33 % p=0,001, OR:
10,71, IC: 2,32-49,49) comparado con los subtipos (B y C), en los que se observé una variedad de
diferentes aminoacidos en esta posicién: G, M, R, D, Triptofano (W) y E.

En la posicién 165 fue mas frecuente observar el aminoacido Leucina (L) entre los virus
recombinantes CRF19_cpx, CRF_BG y CRF18 cpx (10/18, 55,56 % p= 0,001, OR: 12,50, IC: 2,23-
70,19) comparado con los subtipos puros que también presentaban una variedad de
aminoacidos: V, M, R, | y L. En la posicién 169, los recombinantes CRF19 cpx y CRF_BG (11/17,
60 %, p=0,0002, OR: 19,25, IC: 3,32-111,75) tenian con mayor frecuencia el aminoacido K, a

diferencia de los otros subtipos.
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En la posicidn 195 se observé con mas frecuencia el aminoacido N entre los virus recombinantes
CRF19_cpx, CRF_BG y CRF18 cpx (16/18, 88,89 % p<0,001, OR: 36,00, IC: 5,80-223,54)
comparado con los subtipos B (3/19, 15,79 %) y C (1/3, 33,33 %)

No existen estudios anteriores de Cuba donde se hayan comparado las secuencias de V2 entre
diferentes variantes virales, por lo que este seria el primer analisis que detalla la secuencia de V2
en muestras cubanas. Similar a lo observado para V3, se detectaron patrones de aminodcidos,
especificos de subtipos, sin embargo en V2, se observd ademds mayor variaciéon entre las
secuencias aminoacidicas y en la longitud de las mismas.

La alta variabilidad observada en el lazo V2 del presente estudio, tanto en los patrones
aminoacidicos, como en la presencia de multiples deleciones e inserciones coincide con lo
reportado en la literatura que afirma que el lazo V2 es una regién mas variable que V3,
probablemente porque esta variabilidad no afecta la infectividad viral (8).

Dentro del genoma de VIH existen varios tipos de mutaciones que incluyen las sustituciones de
nucleédtidos, las inserciones y las deleciones (137). Mientras que los tipos de sustituciones en
VIH-1 han sido bien caracterizadas y especificamente en el gen env, se le ha prestado menos
atencion a las inserciones y a las deleciones de las secuencias (138).

En estudios comparativos, Wood y cols., reportaron que las inserciones y deleciones se
acumulan preferencialmente en los lazos variables de gp 120 comparado con el resto de la
secuencia de VIH y se ha sugerido que podrian estar relacionadas con la transmisién y el cambio
de tropismo (139).

Palmer y Poon quisieron determinar si existia asociacion entre la aparicion de inserciones y
deleciones con el subtipo y estimaron que en los subtipos B y C fueron menos frecuentes de lo
esperado. Asumieron que las diferencias en la longitud de las secuencias de los lazos variables
pueden ser causadas por una Unica insercidén o delecién que se fije. Observaron que V1, V2 y V4,
tienden a presentar mayor numero de inserciones y deleciones independientemente del
subtipo, mientras que V3 y V5 tienden a contener menor cantidad de inserciones y deleciones.

Esto coincide con lo observado en el presente estudio para V2 y V3 (Anexos 7 y 8) (138).

5.5.3 Mutaciones en V2 y V3 asociadas a cambio de tropismo y resistencia a MVC
Se han descrito dos mecanismos principales que contribuyen a la emergencia de la resistencia a

MVC. La seleccion de cepas minoritarias X4 o R5X4 que no son inhibidas por los antagonistas de
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los correceptores y la adquisicion de la habilidad de los virus R5 de interactuar con la
conformacion del correceptor CCR5 unido a MVC. Este ultimo escenario tipifica la genuina
resistencia MVC (140).

A pesar de que la resistencia a MVC se encuentra asociada con una gran variedad de cambios
aminoacidicos tanto en la gp 120 como en la gp 41, los cambios en el lazo V3 se han identificado
como los principales contribuyentes al fenotipo de resistencia a casi todos los agonistas y
antagonistas de CCR5 (141). Al analizar las secuencias del lazo V3 de las 69 muestras estudiadas,
pudimos observar que, de manera general, 54 (78,26 %), presentaron al menos una mutacién
asociada a resistencia a MVC. Este porciento es muy elevado, teniendo en cuenta que los

pacientes no habian recibido terapia previa con MVC (Figura 14).
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G11R/K X13H X13R X19S F20L A25R/K | 11SY26V | A316T 1323V

# Subtipo B 11,54 42,31 0,00 3,85 3,85 7,69 11,54 0,00 11,54
i Subtipo C 40,00 0,00 80,00 20,00 20,00 0,00 0,00 20,00 0,00
® CRF19_cpx| 5,56 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 5,56 0,00 5,56
H CRF18_cpx| 0,00 100,00 33,33 0,00 0,00 0,00 33,33 33,33 33,33
i CRF_BG 0,00 11,76 76,47 5,88 5,88 0,00 35,29 11,76 35,29

Figura 14. Mutaciones en el lazo V3 de VIH-1 asociadas a resistencia a MVC, distribuidas
acorde al subtipo viral.

En la presente investigacion, la mutacién X13H, también denominada P/T308H, (en dependencia
de si se tiene en cuenta solo la posicion a partir del comienzo del lazo V3 o de la gp 120) se
detectd frecuentemente en casi todas las variantes virales estudiadas, excepto en el subtipo C al
igual que la 1323V, aunque en menor proporcion. La mutacion A316T también estuvo presente
en las muestras de los subtipos no B (excepto en el CRF19 _cpx) (Figura 14). La mutacién G11R se
detectd en muestras del subtipo B y C (p=0,012 OR: 10,36 IC: 1,15-92,90), mientras que la X13R

se observé frecuentemente en las muestras de los subtipos no B (p=0,0004 OR: 32,47 IC: 1,89-
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556,37). El cambio de A por K en la posicion 25 (A25K) solo se observd en pocas muestras, todas
del subtipo B.

Se han descrito, por otros autores, mutaciones asociadas a la resistencia a MVC relacionadas con
el subtipo viral. Se ha sugerido que las mutaciones naturales a MVC podrian ser mas comunes en
el subtipo C que en el subtipo B de VIH-1. El analisis de 65 muestras mostré que 52.3 % (75 % del
subtipo Cy en el 18.2 % del subtipo B) tenian al menos una mutacidn asociada con la resistencia
MVC (118) Una mutacidn comunmente vista fue la A316T en la regién gp 120, ocurriendo en
67.8 % de muestras del subtipo Cy 18.2 % de las muestras del subtipo B. Ademas se encontré
una alta prevalencia de la mutacién A316T, en parejas zambianas de madre-infantes infectadas
con subtipo C de VIH-1 (120). Esto coincide con los hallazgos del presente estudio, donde la
mutacién A316T se observé en los pacientes infectados con los CRF18 cpx, CRF_BG y subtipo C,
mientras que ninguno infectado con el subtipo B la presento.

Se han descrito mutaciones variables que pueden ocurrir en el bucle V3 de la gp 120 pero no
siempre confieren resistencia completa a MVC (142) y no se ha descrito un patrdn caracteristico
de mutaciones que pueda ayudar a predecir la resistencia. Las sustituciones de A316T, 1323V y
A319S se han observado por secuenciacion de los aislados primarios de VIH-1 de los subtipos B y
G después de pases secuenciales en cultivo (143).
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| G1IR/K | X13H X13R X195 F20L | A25R/K |11SY26V| A316T | 1323V
& R5 0,00 72,00 51,85 33,33 66,67 0,00 70,00 75,00 33,33
ER5X4| 14,29 16,00 25,93 33,33 33,33 0,00 10,00 0,00 16,67
uXa 85,71 12,00 | 22,22 33,33 0,00 | 100,00 | 20,00 25,00 50,00

Figura 15. Mutaciones en el lazo V3 de VIH-1 asociadas a resistencia a MVC, distribuidas

acorde al fenotipo viral.
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Al analizar las mutaciones que confieren resistencia a MVC, con relaciéon a prediccion del
tropismo viral se observaron algunas diferencias (Figura 15). Las muestras que presentaron la
mutacién X13H, estuvieron asociadas con mayor frecuencia con variantes virales con tropismo
R5 (p=0,039, OR: 2,84, IC: 1,03-7,77). Las mutaciones de las posiciones 11 y 25 se relacionaron
con virus con tropismo X4, lo cual es de esperar, ya que estas mutaciones estan relacionadas con
el cambio de tropismo. Ninguna otra asociacién mostré diferencias significativas.

Swenson y cols., al analizar, mediante secuenciacion profunda, muestras de plasma de sujetos
gue experimentaron fracaso del tratamiento, observaron multiples mutaciones de aminodcidos
en la tercera region variable de gp 120 asociadas con cambio de tropismo. Las mutaciones mas
comunes incluyeron sustituciones de G por R en la posicion 11 (G11R), prolina (P) por R en la
posicién 13 (P13R) y A por K en la posicidn 25 (A25K) (144). La secuenciacion profunda demostré
ademds que la mayoria de estos pacientes tenian algunos virus con tropismo no R5 en el
momento de la deteccidn inicial (110). En un estudio de 62 individuos infectados con VIH-1 con
fenotipo R5 que habian estado recibiendo MVC durante 10 dias, solo dos mostraron la aparicion
de cepas de VIH-1 con tropismo dual R5X4 (109).

En las muestras estudiadas, 14 de las que tenian estas mutaciones presentaban tropismo R5 y
20, tropismo R5X4/X4. Los pacientes que presentaban los virus con las mutaciones en las
posiciones 11 y 25 todos tenian fenotipo X4, como se observa en el alineamiento del lazo V3 del
Anexo 7. El presente estudio tiene la limitacién de que el proceso de secuenciacién llevado a
cabo fue con el método de Sanger, donde solo se detectan las variantes mayoritarias, presentes
en una proporcién superior al 20 %, quizads, si empledramos la secuenciaciéon profunda,
podriamos detectar otras variantes minoritarias con tropismo no R5.

Tabla 22. Asociacion de las mutaciones de resistencia del dominio V3, con tratados y no

tratados.
. Tratados ) No tratados 6
Mutaciones

36 100,00 33 100,00

G11R/K 5 13,89 1 3,03
X13H 15 41,67 10 30,30
X13R 10 27,78 17 51,52

X19S 1 2,78 2 6,06

F20L 2 5,56 i 3,03

A25R/K 1 2,78 (@) 0,00
11S Y 26V >3 13,89 5 15,15

A316T 2 5,56 2 6,06
1323V 6 16,67 5 15,15
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Al relacionar las mutaciones que confieren resistencia a MVC con la exposicion previa a terapia
ARV, no se encontraron diferencias en la frecuencia de las mismas entre los dos grupos. No
obstante se evidencid que la mutacion X13R fue mas frecuente en pacientes no tratados que en
pacientes tratados, 17/33 (51,52 %) (p=0,044, OR: 2,76, IC: 1,02-7,50), para el resto de las
mutaciones descritas no se encontraron diferencias significativas (Tabla 22).

Se han realizado estudios de mutagénesis viral dirigida al sitio de las sustituciones en la posicion
316 y la posicion 323 de la gp 120 para revertir la mutacién al aa que se encuentra en esta
posicidon en el virus salvaje, en los que se recupera la respuesta al ARV, lo que evidencia la
importancia de estas mutaciones en la resistencia a esta droga (145). Tilton y colaboradores
reportaron que en un paciente resistente a MVC, las mutaciones presentes incluyeron la
(P/T308H), T320H e 1323V en el bucle V3; D407G y pérdida de un sitio de glicosilacion en el
residuo 386 en la region V4; y V489l en la regién C5( 116 ). La mutacién P308H parecio ser la mas
importante, dando como resultado una resistencia completa al tratamiento con MVC, mientras
gue las mutaciones H320T y V323l resultaron en una resistencia menor. Adicionalmente, se han
referido una serie de mutaciones virales a partir pacientes incluidos en el ensayo clinico
MOTIVATE; estas incluyen: G11S + 126V, S18G + A22T, A19S + 126V, 120F + A25D + 126V e I120F +
Y21l en la region V3 (146).

Para la region V2 se realizé una extensa busqueda bibliografica investigando las mutaciones
relacionadas con resistencia a los inhibidores de los correceptores que han sido descritas en
diversos estudios. Identificamos la mutacion V169M, detectada en cinco muestras del presente
estudio (CU008-18, CU035-18, CU998-18, CU1403-18 y CU2484-19), todas del subtipo B y con
tropismo CCR5. También se detectd la mutacién N192K en otras cinco muestras (CU052-18,
CU065-18, CU083-18, CU1706-18, CU3029-18), todas también del subtipo B y con tropismo
variable: tres R5, una R5X4 y una X4 (Anexo 8). Estudios in vitro, realizando pases seriales de las
cepas CC1/85 y Bal de HIV-1 demostraron la aparicion de estos mismos cambios de V169M vy
N192K en la region V2, lo que coincide con lo observado en la presente investigacién para 40
muestras de VIH analizadas. Se ha sugerido que las mutaciones fuera del bucle V3 podrian
compensar las mutaciones de resistencia que ocurren dentro del mismo (145). Considerando la
extensa variabilidad de Env entre las cepas de VIH-1y la inherente naturaleza flexible de la unién

de la proteina Env al correceptor, existe la probabilidad de que los aislamientos clinicos de
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sujetos que no han recibido terapia con esta droga, exhiban una respuesta reducida de
inhibicion frente a MVC.(140).

Dada la elevada frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia y/o cambio de tropismo de los
pacientes incluidos en la presente investigacion habria que explorar si existe resistencia natural
al MVC en las CRFs asi como en el subtipo C que circula en Cuba, o si se trata de polimorfismos.
Se necesitan mas estudios en otras variantes virales, para ver si las variaciones en sitios
especificos de V3 y otras regiones variables de la envoltura viral pueden influir en la infectividad

del virus, escape del sistema inmune y resistencia al MVC.

5.6 Patrones de glicosilacion en los lazos V3 y V2
La gp 120 del VIH es una potente glicoproteina que en su superficie expone los antigenos que

juegan un papel significativo en el reconocimiento y la unidn al receptor de la célula diana. Una
razon por la cual se dificulta el reconocimiento inmunolégico, es que esta glicoproteina presenta
abundantes sitios de glicosilacidon: motivos de secuencias que codifican la unién postraduccional
de los grupos glicanos con los residuos de N (138). Los sitios de glicosilacidon se han visto muy
ligados a la conformacidén de las proteinas, al reconocimiento y unidn a los receptores celulares.
La glicoproteina de la envoltura de VIH es el blanco de los anticuerpos neutralizantes de amplio
espectro y el sitio mas importante para el disefio de una vacuna de VIH basada en anticuerpos. El
trimero Env del VIH esta cubierto de aproximadamente 90 glicanos unidos que protegen la
proteina de la vigilancia inmune (147).

El promedio de los sitios de glicosilacién encontrados en los lazos V2 y V3 de las muestras
cubanas secuenciadas, fue de 1,85 y 0,97 respectivamente (Anexos 7 y 8). En un estudio
realizado por Palmer y Poon en el cual se incluyeron 6605 secuencias de la base de datos de Los
Alamos, observaron que el promedio de sitios de glicosilacién para el lazo V3 era de 0,9, lo cual
coincide con el obtenido en la presente investigacion, no siendo asi en el caso del lazo V2 el cual

fue de 1,85, comparado con el 2,1 obtenido por los autores antes referidos (138).

En 66 de 69 secuencias del lazo V3 (95,65 %) se identificd un solo sitio de glicosilacién
(posiciones 6-8 del lazo V3), solo dos muestras del subtipo C (CU043-18, CU3762-18) y una
CRF_BG (CU092-18) no mostraron este patron. La muestra CU018-18, presentd un sitio de
glicosilacion adicional en las posiciones 32-34 del lazo V3. Los patrones encontrados coincidieron

con los descritos por Kitawi y cols.(5).
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Para el lazo V2, hubo coincidencia con los patrones descritos en la literatura, pero se
encontraron en mayor niumero con respecto a V3 (Anexo 7). De las 40 muestras a las que se les
realizé el andlisis de V2, el 82,5 % (33/40), presentaban 2 sitios de glicosilacién, el 2,5 % (1/40)
no tuvo ninguno o tenian 3 sitios y el 12,5 % (5/40), presentd solo uno. Excepto cuatro muestras
(CU5479-17, CU109-19, CU2484-19, CU4739-18), el resto presentaron un sitio de glicosilacion en
las posiciones 3-5 y la mayoria de los otros sitios de glicosilacién se encontraron en las
posiciones 185-190, siendo en su mayoria el patrén del tipo NNXS(T). Ademas, dos de las
muestras tenian patrones en las posiciones 34-38 de V2. Al analizar la carga neta se observaron
valores inferiores a los reportados para el lazo V3 (promedio 1,22), probablemente porque existe

mayor numero de aminodcidos cargados negativamente (D y E).

Al determinar el niumero de sitios de glicosilacion estratificados segun el subtipo, se obtuvieron
los siguientes resultados: para el lazo V2, subtipo B: 1,79 [0-3]), subtipo C: 2, CRF_BG: 1,88 [1-2],
CRF19 cpx: 1,89 [1-2]. Para el lazo V3, subtipo B: 1, subtipo C: 0,6 [0-1], CRF_BG: 1 [0-2],
CRF19 cpx: 1, CRF18 cpx: 1. Palmer y Poon (138) determinaron que los subtipos B y C tenian
significativamente mayor niumero de sitos de glicosilacion dentro del lazo V3, (0,96 [0,87-1,05] y
0,95 [0,96-1,05] respectivamente, lo cual no coincide con lo observado en este estudio. El
subtipo C, mostré valores inferiores que lo reportado anteriormente y el resto de los subtipos
estudiados mostraron el mismo numero de sitios de glicosilacién Anexo 8. En un estudio
realizado por Kitawi y cols, en el cual analizan la relacién de la presencia de determinados
patrones de glicosilacion, con el subtipo y el fenotipo viral, presentes en la regidon C2V3, ellos
determinaron que los patrones que se observaban con mayor frecuencia eran los constituidos

por NXT, NXS o NNXS(T), donde X puede ser cualquier aminodcido excepto P (5).

Un estudio, donde se analiza la gp 120 del recombinante CRFO1_AE, de varias cepas que
mostraron resistencia o susceptibilidad a la neutralizacion viral frente a un anticuerpo (Ac)
monoclonal anti-CD4, mostré que aquellas cepas que tenian un residuo particular de
glicosilacion en los aminoacidos 186 y 197 de la gp 120 (regién V2) mostraron resistencia a la
neutralizacion (80). Como referimos anteriormente, muchas de les muestras de la presente
investigacion, mostraron sitios de glicosilacidon en la posicion 186 (cuatro subtipo B, 1 CRF_BG y

cinco CRF19 cpx) habria que explorar en investigaciones futuras si la resistencia o
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susceptibilidad de algunas de estas cepas frente a la neutralizacidn, tendria implicaciones
importantes para el disefio de vacunas o terapias. No se muestran los resultados para la posicién
197, debido a que las secuencias incluidas en el presente trabajo solo llegaban hasta la posicidon
196. En nuestro estudio no se detectaron diferencias significativas en los patrones de
glicosilacion relacionados con el tropismo ni con los subtipos virales.

En resumen, los hallazgos del presente estudio refuerzan la hipdtesis de que el virus CRF19_cpx
utiliza preferentemente el correceptor CXCR4 (virus dual o X4), y se replica con alta eficiencia.
Este comportamiento es incluso mas frecuente entre pacientes no tratados, con diagndstico
reciente de la infeccion, lo que podria tener impacto en la rapida progresién de la infeccién asi
como en la limitacidon del empleo de MVC para pacientes infectados con esta variante viral. Lo
opuesto se observé para el recombinante CRF18_cpx. El elevado porcentaje de mutaciones y/o
polimorfismos observado en las secuencias cubanas, tanto del lazo V2 como V3 advierten la
necesidad de evaluar a profundidad, con estudios fenotipicos, la susceptibilidad del VIH frente a

los inhibidores de los correceptores.
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CONCLUSIONES

1. La diversidad genética del VIH-1, observada en el presente estudio confirma los hallazgos
sobre la epidemiologia molecular de este virus en Cuba.

2. El tropismo preferencial por el correceptor CXCR4, detectado en la variante CRF19_cpx,
acompafado de una mayor replicacion viral y sin relacién con el tiempo de diagndstico
de los pacientes, refuerza la hipdtesis de que esta variante viral es mas patogénica.

3. Eltropismo X4 en el subtipo C estuvo sustentado con el prolongado tiempo de evolucién
de la enfermedad y el estadio de sida de los pacientes.

4. El hallazgo frecuente del CRF18 cpx formando parte de las URF, con tropismo R5 y baja
carga viral, sugiere la posible recombinacion intersubtipo con un virus con mayor
capacidad replicativa como mecanismo para incrementar su patogenicidad vy
transmisibilidad.

5. Las caracteristicas epidemioldgicas observadas en los pacientes infectados con los
diferentes subtipos estudiados, confirman el incremento de las forma recombinantes en
los ultimos anos, a expensas de la disminucién de los subtipos puros.

6. La elevada frecuencia de polimorfismos y mutaciones que confieren resistencia a
Maraviroc en la regiones V2 y V3 de VIH-1 de las formas recombinantes cubanas, indican

gue podria existir resistencia natural a este antirretroviral.




RECOMENDACIONES

1.

Estudiar el comportamiento del fenotipo viral, la capacidad replicativa, uso del
correceptor y susceptibilidad al Maraviroc in vitro, de las principales variantes de VIH que
circulan en Cuba.

Realizar un estudio, con un disefio representativo del pais, sobre la prevalencia de
resistencia primaria y secundaria a Maraviroc en Cuba, asi como de seguimiento en

aquellos que se encuentran bajo terapia con esta droga.
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ANEXOS

ANEXO 1
Planilla de recoleccion de datos del paciente

Cédigo de muestra asignado por IPK o LISIDA

Fecha de toma de la muestra

I- Datos generales y variables sociodemograficas:

1-Nombre y apellidos

2- Caso Indice

3-Fecha de diagndstico de VIH / /
4-Provincia 5-Municipio 6-Nivel de escolaridad
7-Edad al diagnéstico 8-Edad Actual 9-Sexo

lI-Variables epidemioldgicas:

10- Explique la forma de deteccién de la infeccién por VIH

11- Pruebas de deteccién de VIH anteriores a la primera positiva

Si Fecha Motivo por el que se hizo la prueba
No

12- Fecha probable de contagio

13- Forma de contagio: Sexual: Parenteral: Vertical:
14- Orientacién sexual
lll- Variables Clinicas y de Laboratorio

15-Hallazgos al Examen Fisico:

16-SIDA No SIDA Fecha SIDA
17-Carga Viral al diagndstico de VIH

Carga Viral de la muestra

18-Conteo de CD4 al diagnéstico de VIH

Conteo de CD4 de la muestra

IV-Historia de Terapia

19-Tratado No Tratado



ANEXO 2

Carta de Consentimiento Informado.

Por medio de la presente certifico que el Dr. me ha informado sobre los

estudios que se me realizardn como parte del protocolo de investigacidon relacionado con la
Vigilancia de la resistencia del VIH-1 a drogas antirretrovirales en Cuba. Los resultados de dichos
estudios seran utilizados y publicados de forma andnima, pudiendo yo en cualquier momento
abandonar dichas investigaciones, sin que ello pueda repercutir negativamente en mi asistencia
médica en el futuro.

Del mismo modo, certifico que participaré en dicho estudio de una forma absolutamente
voluntaria, con derecho a conocer los resultados de los exdmenes que se me realicen.

Certifico por la presente que autorizo a las entidades sanitarias y al comité ético a que consulten
los informes hospitalarios que digan mi nombre, sin que por ello pierdan su caracter

confidencial.

Nombre y apellidos del paciente:
Firma del paciente:

Nombre y apellidos del testigo:
Firma del testigo:

Fecha:

Yo: , médico responsable de la toma de muestra del protocolo de

investigacidon certifico por medio de la presente haberle explicado al paciente todo lo
relacionado con este estudio e igualmente certifico que el mismo ha participado de forma

absolutamente voluntaria en el ensayo.

Fecha:

Firma:



ANEXO 3

Comparacion del subtipo viral (pol) con las variables epidemioldgicas

Datos del paciente

Rango de edad

15-30

3145

46-60

>60

Region de residencia

La Habana

Occidente (excluida La Habana)
Centro

Oriente

Sexo Masculino

Orientacion sexual HSH
Afios de diagndstico de VIH
< lafio (Diagndstico reciente)
>1-3afios

>3:5 afios

>5-10aflos

>10afios

Sida al diagndstico de VIH
Sida actual

Evolucion a sida después del digndstico de VIH
<1afio

1-3afios

>3afios

No sida
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ANEXO 4

Comparacion del subtipo viral (env) con las variables epidemioldgicas.

Datos del paciente

Rango de edad

1530

3145

46-60

>60

Region de residencia

a Habana

Qccidente (excluida La Habana)
Centro

Oriente

Sexo Masculino

Orientacion sexual HSH
Afios de diagndstico de VIH
< lafio (Diagndstico reciente)
> 13 afios

> 35 afios

>5-10afios

> 10 afios

Sida al diagndstico de VIH
Sida actual

Evolucion a sida después del dignstico de VIH
<lafio

13 afios

>3 afios

Nosida
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ANEXO 5

Comparacidn del subtipo global con las variables epidemioldgicas

Datos del paciente

Rango de edad

1530

3145

46-60

>60

Region de residencia

La Habana

Occidente (excluida La Habana)
Centro

Oriente

Sexo Masculino

Orientacion sexual HSH
Afios de diagndstico de VIH
< lafio (Diagndstico reciente)
>1-3 afios

>3:5 afios

>5-10 afios

>10afios

Sida al diagnastico de VIH
Sida actual

Evolucion a sida después del digndstico de VIH
<1afio

1-3afios

>3 afios

No sida
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ANEXO 6

Relacidn de las variables clinicas (CD4 y CV), con los subtipos en env, para pacientes tratados y no tratados
Subtipo envoltura
Tratados No tratados
% C % (CRFBG % CRF19_cpx| % CRF18 cpx % B % C % CRF_BG % |CRF19_cpx % CRF18 cpx %
17 | 100 | 4 | 100 6 100 7 100 2 100 8 100 1 100 11 100 11 100 1 100

Caracteristicas clinicas

Carga viral en copias/mL
<1000/ 1,00 | 5,88 |0,00/ 0,00 0,00 @ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1000-10000 2,00 11,76 0,00/ 0,00 0,00 @ 0,00 1,00 1429 0,00 0,00 | 1,00 12,50 0,00 0,00 000 @ 0,00 1,00 9,09 1,00 100,00
>10000-100000 8,00 |47,06/1,00 2500 2,00 13333 2,00 |2857 100 |50,00 3,00 3750 1,00 10000 7,00 |63,64| 200 | 1818 0,00 0,00
>100000 3,00 17,65 3,00 75,00 3,00 50,00 300 428 1,00 5000 200 2500 0,00 0,00 @ 3,00 2727, 800 7273 0,00 0,00
Desconocido| 3,00 117,65 0,00 0,00 1,00 | 16,67 1,00 14,29 0,00 0,00 | 2,00 | 25,00 0,00 | 0,00 ' 1,00 | 9,09 0,00 0,00 0,00 0,00

Conteo de CD4 en células/mL
<200 6,00 35,29/3,00 75,00/ 4,00 | 66,67 4,00 57,14 1,00 50,00/ 1,00 | 12,50 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 9,09 2,00 18,18 0,00 0,00
200-500 8,00 (47,06 1,00 2500 1,00 @ 16,67 1,00 14,29 0,00 0,00 2,00 25,00 1,00 100,00 3,00 27,27 400 36,36 1,00 100,00
>500 2,00 11,76/0,00 0,00 0,00 | 0,00 1,00 14,29 0,00 0,00 | 4,00 | 50,00 0,00 | 0,00 W 300 |2727| 200 18,18 0,00 0,00
Desconocido 1,00 | 5,83 /0,00 0,00 1,00 16,67 1,00 1429 1,00 50,00 1,00 1250 0,00 0,00 400 3636/ 3,00 @2727 0,00 0,00

Relacidn de las variables clinicas (CD4 y CV), para subtipo global, para pacientes tratados y no tratados

Subtipo global
. .. Tratados No tratados
Caracteristicas clinicas
% C % CRFBG % CRFI9 cpx % URF % B % C % CRFBG % (CRFI9 cpx % CRFI8 cpx % URF %
12 | 100 4 | 100 3 100 5 100 5 100 | 6 100 1 100 7 100 7 100 1 100 7 100

Carga viral en copias/mL

<1000 1,00 =833 | 0,00 000 000 | 000 0,00 0,00 0,00 | 000 000 000 000 000 000 000 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1000-10000 1,00 833 0,00 000 000 000 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 1,00 100,00 2,00 28,57
>10000-100000, 7,00 | 58,33 | 1,00 2500 1,00 3333 200 | 40,00 000 | 0,00 3,00 5000 1,00 100,00 4,00 | 5714 | 1,00 | 1429 0,00 0,00 2,00 28,57
>100000 0,00 0,00 | 3,00 7500 2,00 6667 200 @ 4000 4,00 80,00 1,00 1667 000 000 3,00 428 600 8,71 000 = 0,00 3,00 42,86
Desconocido| 3,00 | 25,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 000 1,00 | 20,00 100 20,00 2,00 3333|000 | 0,00 | 000 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Conteo de CD4 en células/mL
<200 3,00 25,00 3,00 7500 3,00 (100,00 3,00 60,00 4,00 80,00 1,00 | 16,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,00 1429| 0,00 0,00 1,00 14,29
200-500 6,00 50,00 1,00 2500 000 000 100 2000 000 @ 000 1,00 1667 1,00 10000 100 1429 200 2857 100 100,00 3,00 42,86
>500 2,00 16,67 | 0,00 000/ 000 | 000 0,00 0,00 0,00 | 0,00 3,00 5000 000/ 000 200 2857 100 | 1429 0,00 0,00 3,00 42,86
Desconocido 1,00 833 ' 0,00 000 000 000 100 @ 2000 100 2000 1,00 1667 0,00 0,00 3,00 4286 300 428 000 | 0,00 0,00 0,00



ANEXO 7
Alineamiento de la secuencia aminoacidica del lazo V3 de la proteina gp 120 del VIH-1 y prediccién del tropismo viral.

Posicidnengp120 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 32 31 3 324 315 326 327 328 329 330 331 Subtipo C2V3 FPR G2P Tropismo G Regla11/25 CargaNeta Glicosilacin Longitud

Posicion lazo i3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1N B3 U 15 16 17 1819 20 1 2 3 24 252620 8 29 303133 UIP

SecuenciaconsensorB ¢ T R P N N N T R K X T X I _ _ _ G P GR A F Y X T G X I I 6 X I R QAHEC
SubtipoB

IXB2 (cepareferencia) . . . . . . . . . . R R . Q R _ Vo1 o K N M B X4 X4 8 1 37
[0 TM Vo T Q N B 680%  RoXd RS 5 1 3
L0 R T . Q N B 47,60% RS RS 5 1 3
Usees17 . . . . NY NN SR N . A T £ D . B 18% X4 X4 4 1 3
(uoog8 . v . . . . . . . RS H . T £D . D kKa . B 34,90% RS RS 4 1 35
o8 .. . .S . . . . .S p . T D . D B 78.80% RS RS 3 1 3
o8 . . KR S T e A E . D . B 30,10% RS RS 3 1 3
vode8 .. o . H _ o _ _ A . T D . D Y B £0,20% RS RS 3 1 3
o8 . . . . ..o RS T . .M T E v D Kooy B 1,80% X4 X4 5 1 3
ost8 . . . . .. .. KRS Q . S I T S . D K.oY B 1150%  RoX4 RS 4 1 3
o8 . . . . . . . . . . 6 H M S M A BN D B 58,50% RS RS 2 1 35
sk .. . L. . . . . RS S . T D . D .. B 56% RS RS 3 1 3
CU065-18 Se . WY L _ W S LN A g . D . B 17% RSX4 RS 4 1 3
o8 .. . . . . . . . .S S . A BT D B 34,30% RS RS 3 1 3
cuog38 .. . . . . . . . RS T . . FoA D . D B 3,10% RS RS 3 1 3
oo .. . S S H . S FoA D . D . B 87,80% RS RS 2 1 35
(U108-18 S pfS ] A E A . D Y B 1020%  RoX4 RS 3 1 3
s .o S Hoo _ _ _ A T . D . D B £6,90% RS RS 3 1 3
uo%8 . . . 1D S H . R E . D B 4,90% RS RS 3 1 3
4038 . . . . S . . . . .8 H . .F A E . D . B 6% RS RS 3 1 3
e .. . . . . . . . R R S . W R A M kv D Y B 0,20% X4 X4 1 1 3
V0S8 . . . . . . . . . R D WL WoF A D . N . B PEC RS 4 1 3%
U098 . . . . . . . . . T8 p . A D . . D 4 B 79,50% RS RS 3 1 3
cugmg8 . . . . . . . . . .S p . A D . IN D B 86,20% RS RS 3 1 3
sy . . . . ... KR KRS S . T/A E N D B 31,40% RS RS 3 1 3
(ug6319 . . . . . . . . . QS ) ol A D . . D B 82.9% RS RS 2 1 3
u4gsy . v S H ol T Q . Vv D B 31.6% RS RS 4 1 35
Subtipo C
w38 .. . . . . . R . R SV R . _ _ Q . L F A D N By C 87,70% RS RS 4 0 3
CU059-18 S Y R . _ _ _ Q S A D N £ ¢ 63,50% RS RS 3 1 3
g . . Kcaobd _ _ _R T RT I I A . D . D . ¢ 2,60% X4 X4 4 1 3
w28 . . . .Y . T R 6 SV R . I 6 0 S I S ATRNIT 66K ¢ 0,10% X4 RS 1 0 3
U418 . T/l RV R M 6 | _ LT A S EDG D C 0,10% X4 X4 3 1 37



ANEXO 7

Alineamiento de la secuencia aminoacidica del lazo V3 de la proteina gp 120 del VIH-1 y prediccion del tropismo viral (Cont.)
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ANEXO 8

Alineamiento de la secuencia aminoacidica del lazo V2 de la proteina gp 120 del VIH-1.

Posicion engp 120 158 159 160 161 162 163 164 ### 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 ### 182 183 184 185 186 187 188 189190 191192 193 194 195 196Subtipo Carga Neta Glicosilacion Longitud Tropismo
PosicidnenlazoV2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2 29 30 31 323 343 36 37 3839
Secuencia¥B2 S F N I § T S | R 6 KV QFKEVYAFFYKLDI I P I __D__N___0D T _TS__ YKL TS ¢

Subtipo B

CUS479-176NV DV R G W . . A K .G .V oY . L. . _ _ G ___ . _N_NT__.Rn I N B 3 1 3 RS
CU00S-18-ENV . T EV D . MRQ . A L. 5 VoV . _ _SKN_ . _N_.o.__.R [ B 1 2 4 RS
CUO3HI8ENV . . . . T EL . D . . T Vo, H oA oV . . __N__D___S _D_N.S_.R [ B 1 3 40 RS
CUO-I8NV . . . V. T . NR KD . MRR. A P LEQ . __6_ _6_N_N_N_.P__.TMS B 1 2 10 RS
CUOAO-I8ENV . T .6 . .0D . . Q L. TN VS . __EFE __GNNYR _ L _1 .__.R [ B 2 1 i) RS
CUOS1-18-ENV . T .MV G E . K K L. HS VoV QN o S R B 1 2 37 RSK
CUOS2-18ENV . [ NGGY . KEQTMH . LID VVQ .. CSTN Y N oW B 1 2 I RS
CUOGS-I8ENV . . . . T . 6 . G N . . EGNY . | D . VoMo o Kk __ _KN_ NDNTT__ .Uk . I H B 0 2 0 RSM
CUOTO-8NV . . . V. T G 6 . K D . R oL T LAK .« . s R M I H B 2 2 38 RS
CUOB3I8ENV . . . VT E R D . K H L. T SV o sk kL I .S 8 2 2 3 RS
CU78L-18ENV . . . . T L. D . R T . [ Y .vyv. . __ENSKN__ND N _ S E_ | . NS B -1 2 3 RS
CUSBI8ENV . . . V. T . 6V . D . M . .Q L. . T Voo, SN __ . R I N B 0 2 10 RS
CUL403-18-ENV T T . EV KD . MK R L. N | Vo, . K ___ NN R [ B 2 2 39 RS
CUL706-18ENV . T S NM. D . T QH A 5 Vo o s . B 0 1 37 X4
CU2059-18ENV . . T D L D . R LL V. Q . KEKE _ . ___ . _N_ __ . R [ B 1 2 i) RS
CUS02948ENV L S . C T . 6V D . V K H I [ v D _ _ . _ _ D __ N _S v B 1 2 3 RS
CUBTS-18ENV . . . T . . D . TYs oL VoV . _ _ND_ _ _ND_ N _NT.__.R [ B 0 2 39 RS
CU09496NV T . I . T N R . W V . L EV LKL LSS . KV __ . _ .S _ Y _N.__.R [ B 2 0 3 RS
CUMBHI9ENY . . .V E EV KD MR A L T Vv . _ S _GTN _ N _ R [ B 1 2 I RS

Subtipo C

CULs7-18ew . . . M T . R . . D . N . R . . . L .. . . . . VQLNG. __ . ___N_N_NT__.M. I N.C 1 2 n X4
CUs7é218WV . . . T T .6V . DRNGEK .D. . L . .D . . LA . L __K__E___N_N_ST__F1l .1 .. ¢ 1 2 3 X4
CUAT36-18ENV . . .V T £ I D H R F L v L __kK_ _R___ . _6_6D__TSNNTD C 1 2 3 X4
CRFs_BG (20,23,24)

CUMSTATENY . . . T T R DR QE . L 6§ CPELTR . __T _ _ . ___N_5S_SD__.RHr VN 8G 1 2 39 RSK4
CUOLB-I8ENV . T E L. D Qa kK Q L R oV N . _N_N . __.R I N BG 0 2 3 RS
CU06E-18-ENV . T E . KD K K Q L .V NNNKN.DGNNNY _SD__.R I N BG 1 2 46 RS
CU0B2-18-ENV . T E . 6D R R Q L oV S_6 _ _ S __ S Y L __ R I N BG 0 1 4 RS
CUL00A8ENV . . . L. E LR D Qa kK . L R oV N o N R I N 8G 1 2 3 RS
CU2294-18ENV . . . M T ELaod . KT . H L . .M N ___ B SDKNYSD. R I N BG -1 2 44 RS
COATTA8EN . . . LT £ . DR KR OQ [ P CMOH L N E NSNS S . __ R I N 8G 0 2 I RS
CU122-19ENV . . . . T EL QD K K L R vV M D K A N G . R I N BG 1 2 40 RS



ANEXO 8

Alineamiento de la secuencia aminoacidica del lazo V2 de la proteina gp 120 del VIH-1. (Cont.)

Posiionengp 120 158 189 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 00 47002 473 174 175 176 A U8 19180 181 160 163 984 185 186 67 188 18910 191190 193 194 195 196 Subtno CangaNeta Glostacon Longtud Tropimo
Pscignenlanol 1 2 3 4 567 8 SNUNBUBET B VVANBUBEYD B B N % NE AHHIRN
B S F N LS TS T RGKVOQREYAFEYKLD L LRI D N D T 7§ VkLTS¢
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