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Resumen

El virus de la Inmunodeficiencia Humana fue descrito por primera vez en 1981, en la
actualidad afecta a arededor 35,5 millones de personas. El objetivo del estudio fue
caracterizar genotipicamente la region C2-V3 de la molécula gp120 del VIH-1 de muestras
de pacientes cubanosy realizar |a prediccion genotipicadel fenotipo viral utilizando métodos
moleculares y bioinforméticos. Estos resultados a la vez se relacionaron con datos
epidemiolégicos, clinicos y virales de los pacientes. El 58,3% de las muestras estudiadas
mostraron un fenotipo R5, constituyendo este € 83,3% de los pacientes no tratados. El
subtipo B representd el 33,33%, las Formas Recombinantes Circulantes BG el 41,66% v €l
CRF19 e 25%, de las muestras analizadas. Los pacientes no tratados mostraron una carga
viral elevaday lamayoria pertenecian al subtipo B con predominio del fenotipo R5; mientras
gue los pacientes tratados mantenian una carga viral inferior y entre ellos predominaron las
CRFy @ fenotipo X4. Conocer € fenotipo viral de VIH-1 es Util paradeterminar laevolucion
de la progresion a SIDA y decidir si e paciente es elegible para recibir terapia ARV
especifica.
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El sindrome de inmunodeficiencia adquirida, actualmente reconocido como SIDA fue
descrito en 1981, por e Centro para € Control de las Enfermedades de los EEUU
[ONUSIDA 2013] en larevistaMorbidity and Mortality Weekly Report donde se reportaron
cinco casos de California con unainmunodeficiencia severa en hombres que tenian sexo con
otros hombres y usuarios de drogas endovenosss.

Seguin datos del 2012 35.5 millones de personas viven con €l VIH en e mundo y de estos 3,3
son nifios menores de 15 afios. En ese afio 2,3 millones de personas contrgjeron lainfeccion
por el VIH y 1,6 millones fallecieron a causa de enfermedades rel acionadas con €l SIDA. Se
calcula que alrededor de 6,300 nuevas infecciones ocurren por dia. [ONUSIDA 2013]

Existen dos agentes causantes del SIDA, €l virus de inmunodeficiencia humanatipo 1 (VIH-
1), que tiene una distribucion mundia y es € responsable de la mayor parte de las
infecciones; y €l virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), que predomina en €l
continente africano. [Kuritzkes, D et al. 2013]

Lainfeccion por VIH esta caracterizada por tres fases fundamentales: unainfeccién primaria
0 aguda, un periodo de latencia clinica, y unafase final o0 de SIDA, donde se manifiestan las
enfermedades o0 eventos oportunistas que llevan alas complicaciones y muerte del paciente.
[Kuritzkes, D et al. 2013]

Los individuos infectados exhiben diferentes patrones de progresion a SIDA; del 80% al
90% desarrolla la inmunodeficiencia en un promedio de 8 a 10 afios (progresores tipicos).



Entre e 5 y 10% de los individuos infectados se consideran progresores lentos o no
progresores y se caracterizan porque, en ausencia de terapia antirretroviral (ARV),
permanecen asintomaticos por mas de 10 afios, sin deterioro inmunolgico, mientras que
aproximadamente €l 10% desarrolla SIDA en menos de cinco afios (progresores rapidos)
[Barre F et a. 1983].

La variabilidad interindividual observada en la progresién a SIDA esta relacionada con
numerosos factores que pueden determinar la variacion en €l tiempo de progresion a SIDA.
Estos pueden ser agrupados en tres categorias [ Barre F et a. 1983)]; caracteristicas del virus,
propiedades del huésped infectado y factores ambientales.

El VIH pertenece alafamilia Retroviridae, género Lentivirus. Se subdivideen VIH tipo 1y
2. Es una particula envuelta, con unabicapalipidica que tomade la célula hospedera, en ella
seinsertan 72 compl g os glicoprotéi cos (formados por dimeros de gp41 y trimeros de gp120),
los que son necesarios parala union y penetracion del virus ala célula hospedera. La gpl120
contiene sitios de union al receptor celular CD4 y a los receptores de quimiocinas CCR5 y
CXCRA4. La gp4l es una glicoproteina de transmembrana formada por los dominios afa
hélice HR1 y HR2 en cuyo extremo se localiza un péptido altamente hidrofobico que
interviene en lafusion de la envoltura del virus ala membrana de lacélula[Gallo RC et al.
1984] [Clavel F et a.1986]. La proteina de matriz p17 esta anclada en € interior de la
membrana lipoprotéicaviral. La capside viral tiene morfologiaicosaédricay esta constituida
por laproteinap24. El genomaviral esta constituido por dos moléculas de ARN. EI ARN del
VIH-1 es parte de un complejo de proteina-acido nucleico compuesto por la nucleoproteina
p7 y la transcriptasa inversa p66. La particula vira contiene todo €l equipo enzimatico
necesario paralareplicacion: latranscriptasainversa, laintegrasa p32 y la proteasa p1l.

La identificaciéon del papel crucial de algunos receptores de quimiocinas en la entrada del
VIH alas células diana, ha permitido € desarrollo de un sistema mas preciso para describir
las propiedades fenotipicas de las cepas viraes. El determinante principal del tropismo del
VIH (fenotipo) esta determinado por la expresion de los cor-receptores CCR5 y CXCR4 o
ambos. [Clavel F et al.1986], [ Chermann JC et al. 1983] and [Langford SE et al. 2007]

Las cepas de VIH que usan e CCR5 pero no CXCR4 se llaman variantes R5 y las cepas que
usan CXCR4 pero no CCR5 son designadas X4 y aquellas que utilizan ambos son variantes
de tropismo dua o R5/X4 . La variante viral R5 se aisla en & 90-95% de las infecciones
primarias por e VIH.

Los virus X4 son mas citopéticos, in vitro, que las cepas R5, haciéndose |a especul acion que
invivo también podrian ser mésvirulentasy citopéticos paralascélulas T CD4+, esto podria
explicar e colapso tan rgpido de lapoblacion de células T CD4+ que ocurre después que los
virus X4 empiezan a predominar, o que conduce a la progresion rapida a SIDA [ Hu WS et
al. 1992], [Clavel F et al. 1989]. Sin embargo, |os mecanismos responsables de la emergencia
de virus X4 durante la progresion de enfermedad se desconocen.



La determinacion del fenotipo viral es de relevante importancia clinica debido a que ayudaa
predecir € tipo de progresion ademas de ser determinante para una terapia antirretroviral
efectiva. Existe unaampliagamade antirretroviralesdisponiblesen e mercado que bloquean
diferentes etapas del ciclo replicativo viral, pero |os de Ultima generacion estan enfocados en
inhibir | as etapas tempranas de lareplicacion; laentraday lafusion, como lo son el Maraviroc
y el Enfurvitide respectivamente.

A pesar de la efectividad de los antirretrovirales existen virus resistentes a estos, en el caso
del Maraviroc que es eficiente solo frente a virus con fenotipo R5 ya que interactia con
gp120, nuestra proteina de estudio. La resistencia puede ser alcanzada por varias vias, la
existencia previa de baos niveles de virus con fenotipo X4 en la poblacion o la seleccion de
mutaciones en € gen env, fundamentalmente en laregion del lazo C2-V3.

Con la presente investigacion nos propusimos determinar €l fenotipo de las variantes
genéticas virales que se encuentran circulando actualmente en pacientes cubanos ademés del
subtipo al que estos pertenecen.

Materiales y Métodos:
Universo y muestra:

El universo estuvo constituido por todas las muestras de VIH-1 de pacientes que serecibieron
en el laboratorio de ITS dd Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™ (IPK) en €l periodo
junio-julio 2014, pararealizarse estudio de resistencia alos medicamentos antirretrovirales.

La muestra quedd constituida por 25 plasmas de pacientes a los que se les reaizd PCR de
envoltura para estudio de predicciéon de fenotipo viral, se analiz6 solo una muestra por
paciente.

Este estudio presentalaaprobacion del comité de éticainstitucional, siguiendo las normas de
la declaracion de Helsinki.

Extraccion del ARN viral.

Setomd 1ml de plasma por cada paciente y se centrifugd a 20000 rpm por 1 horaa 40°C. El
sobrenadante se descart6 dejando sdlo 140 uL, con €l que se disolvié € sedimento mediante
vortex por 15 segundos. Una vez disuelto se emplearon los 140 pL para la extraccion del
ARN viral, siguiendo € protocolo estandar para centrifuga descrito por €l fabricante,
utilizando e estuche comercia QlAamp Vira RNA Mini Kit, de manera manua o
automatica (Extractor automatico QIAcube, Alemania). EIl ARN extraido se conservé a -
80°C hasta su utilizacion en lareaccion en cadena de la polimerasa (RCP).

Sintesis y amplificacion del ADN complementario (ADNC).

Amplificacién de gen env. Transcripcion Reversa (RT)-RCP (gp160).



Se realiz6 una RCP que amplifica un fragmento de 3876 pb del gen que codifica para la
proteina gpl60 de VIH-1. La mezcla de reaccion estara constituida por: 1X Expand HF
Buffer, 2.25mM MgCI2, 200uM dNTPs, 0.4uM delos cebadoresKVL008 y KVL009y 2.6U
de enzima Expand High Fidelity PCR System (Roche, Alemania). Las condiciones de
amplificacion fueron: desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos; 10 ciclosde 15 sa95°C, 30s
a 52°C, 4 min a 68°C, 30 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 52°C, 4 min a 68°C ademés un
incremento de 5s a cada ciclo de elongacion y una extension final de 10 min a72°C.

RCP Anidada (gp120).

La amplificacion de los 2346 bp del gen que codifica para la proteina gpl120 de VIH-1 se
realizé utilizando una mezcla de reaccion congtituida por: 1X Expand HF Buffer, 2mM
MgCl2, 200uM dNTPs, 0.4uM del cebador AV317, 0.4uM del cebador AV323y 2.6U dela
enzima Expand High Fidelity PCR System (Roche, Alemania). En este caso también fue
necesario preparar |la mezcla de cebadores y dNTP en un vial diferente al que contenia 10X
Expand Buffer, MgCI2 y Expand HF Enzyme, €l que se unio inmediatamente después de
haber agregado el ADNc al primer vial. Las condiciones de ciclge fueron: desnaturalizacion
por 2 min a 95°C; 10 ciclos de 15 sa 95°C, 30s a55°C, 3 min a68°C, 20 ciclosde 15 s a
95°C, 30 sa55°C, 3 min a 68°C ademés un incremento de 5s a cada ciclo de elongacion y
una extension final de 10 min a 72°C. Este protocolo, incluyendo, la RT-RCP (gp160) y la
RCP anidada (gp120) fue descrito por Van Leathem y cols. en € afio 2005 [McCutchan FE .
2006],[ Kandathil AJ et al. 2005].

Andlisis de los productos de las RCP anidada del gen env.

Para analizar los productos obtenidos en la RCP anidada se tomaran 10 pL de los mismos
mas 2 L del indicador de corrida (Blue/Orange 6 X loading Dye, Promega, EU) y se
aplicaron en un gel de agarosaa 1% tefiido con bromuro de etidio (BDH, 0.1 pg/mL). Este
gel se sometid a una electroforesis horizontal utilizando como tampon de corrida TBE 1X
(0.4 M de Tris; 0.5 M de écido borico y 0.01 M de &cido etilendiaminotetracético (EDTA).
La corrida se realizd a 120 V durante 45 min. Las bandas de ADN amplificadas se
visualizaron mediante un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-Vision
TM). Latala correcta de la amplificacion se determind mediante la comparacion con €
patrén de migracion del marcador de peso molecular 1kb DNA Step Ladder (Promega, USA).
Ademas se utilizd un control positivo (C+), constituido por una muestra de plasma que
conteniaVIH y que se probd previamente, asi como un control negativo (C-) constituido por
aguaen vez de ADN. Ambos serén incluidos en cada ensayo desde el paso de extraccion del
ARN con €l objetivo de descartar posibles inhibiciones o contaminaciones en la RCP.

Purificacion de los productos de las RCP anidadas del gen env.

Los productos de RCPs de cada reaccion fueron purificados utilizando e estuche comercial
QIAQquick®PCR Purification Kit (QIAGEN, Alemania), siguiendo € protocolo indicado por
los fabricantes.



Para secuenciar €l fragmento de 144 pb que codificaparadelaregion C2-V 3 delagpl20, se
emplearon dos reacciones de secuenciapor cada producto purificado dela RCP anidada. Para
las reacciones de secuenciacion se prepararon mezclas constituidas por: 1 uL de cada uno de
los cebadores AV 306, AV309, AV302, AV304 y AV 305, 8 UL de la mezcla de reaccion de
secuenciaDTCS Quick Star Master Mix (Dye Terminador Cycle Sequencing (DTCS) Quick
Start Kit, de Beckman Coulter, USA), 5 pL de ADN purificado y 6 pL de H20, hasta
completar 20 pL de reaccion. Para esta reaccion se realizaron 50 ciclos de 96°C por 30s,
50°C durante 20s y 60°C por 4 min.

Cebador | Secuencia

KVLO08 | 5’- GGTCAKGGRGTCTCCATAGAATGGA- 3’

KVLO009 | 5’- GCCAATCAGGGAAGWAGCCTTGTGT - 3’

AV3l7 | 5- TCAAGCAGGACATAAYAAGGTAGG-3’

AV323 | 5’- CTGCTCCYAAGAACCCAA-3’

AV306 |5-TGTCAGCACAGTACAATGTACACA-3’

AV309 | 5-CARTAGAAAAATTCYCCTCYA CA-3’

AV302 | 5’-CTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGG-3’

AV304 | 5’-ACATGTGGAAAAATGACATGGT-3’

AV305 | 5’-GAGTGGGGTTAATTTTACACATGG-3’

Unavez concluidalareaccion de secuencia, serealizo la purificacion de la mismasiguiendo
el protocolo descrito en e estuche comercial DTCS Quick Star Master Mix (Beckman
Coulter, EVU). Laseparacién de los productos obtenidos en lareaccion de secuencia se realizo
en un secuenciador automético Beckman Coulter modelo CEQ™8800 utilizando el
procedimiento de andlisis de datos crudos para productos de RCP. Los cebadores y



protocol os de laregion de la envoltura fueron reportados por Van Leathem y cols. en € 2005
[Kandathil AJ et al. 2005].

Edicion de las secuencias.

L as secuencias obtenidas de la region C2-V3 del gen env de cada ADN se ensamblaron y
editaron utilizando el programa Sequencher™ Version 4.9 (Genes Codes Corporation, USA),
usando como referencia la secuencia nucleotidica de la cepa de VIH-1
B.FR.83.HXB2_LAI_Il1B_BRU.K03455. Al fina se obtuvieron secuencias consensos de
cada muestra de paciente analizado.

Prediccién del fenotipo y subtipo viral.

A partir de la secuencia nucleotidica que se obtuvo de laregion C2-V3 dela gpl120 del gen
env se realizo la prediccion del fenotipo viral (uso de correceptores de entrada) a partir del
genotipo, para lo que se utilizd & programa geno2pheno (http://coreceptor.bioinf.mpi-
inf.mpg.de/index.php) con un rango de falso positivo del 20%.

Mientras que el subtipo viral se pudo determinar al introducir estas secuencias obtenidas en
el programa COMET HIV-1(del inglés, COntext basedM odelingforExpeditiousTyping),
herrami enta de bioinforméti ca que clasifica de manera rapidalas secuencias nucleotidicas de
VIH-1 en subtipos. La version 1.0 es capaz de detectar formas recombinantes aln en
secuencias cortas.

Seredlizé andlisisfilogenético manual mediante el programa MEGA versién 5. Se construy6
un &bol filogenético utilizando e modelo de maxima verosimilitud con 1000 réplicas
(bootstraps).

Andlisis de los resultados

Se compararon los resultados del fenotipo viral y el subtipo con variables demogréaficas
(sexo, edad, preferencia sexual, fecha de diagndstico e infeccion), con variables virol6gicas
(cargaviral, y el subtipo detectado en el gen pol.). Paralo que se utilizé estadisticadescriptiva
de frecuencias. Los datos se muestran tablas y figuras.

Resultados y discusion:
Descripcion de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de VIH-1 obtenidas.

Con e objetivo de predecir e fenotipo de VIH-1(R5, R5/X4 o X4) a partir de la
secuenciacion nucleotidica de las muestras de plasma y relacionar e mismo con
determinadas variables clinicas y viroldgicas, se estudiaron 25 muestras de pacientes.

Se obtuvo amplificacién, mediante RT-PCR del gen env en 12 de las muestras estudiadas
(48%) (Figura 1). Los ADN obtenidos fueron posteriormente secuenciados, obteniéndose la



secuencia de la region C2-V3 en e 100%. (Tabla 1). La region secuenciada mostrd
variabilidad extrema, no existiendo ninguna secuencia similar, lo cud ha sido reportado
previamente por varios autores para estaregion del VIH-1, particularmente para el lazo V3.
[Van Laethema K et a. 2005] La distribucion del porciento de bases en las secuencias
estudiadas se muestraen laTabla 2.

PM 155 1209 1332 1504

Figl. Electroforesisdel producto dela amplificacién por RT-PCR del gen env.

Tabla2. Distribucion del porciento de bases secuenciadas en cada muestra.

U% [C% | A% | G%
Referencia | 22.0 | 16.5 | 42.2 | 19.3
1155 20.2 | 17.8 | 418 | 20.2
1209 23.0 | 16.1 | 415 | 194
1332 243 | 14.7 | 41.7 | 193
1504 232 1169 | 386 | 21.3
1508 21.1 | 165 | 440 | 183
1511 234 | 156 | 454 | 156
LH107 335|229 | 234 | 20.2
LH173 239 | 165 | 385 | 211
LH268 20.6 | 15.6 | 454 | 183




LH275 234 | 147 | 399 | 220

MT25 23.1 | 153 | 41.7 | 199
SC29 229 /170 | 39.0 | 211
Total 234 | 16.6 | 40.2 | 19.7

Determinacion del fenotipo viral

Al secuenciar laregion C2-V 3 de las 12 muestras analizadas se observo que siete mostraron
fenotipo R5 (58,3%), mientras que e 41,7% fueron clasificados como virus X4. Se ha
reconocido que lavariante viral R5 se aisla en lamayoria de las infecciones primarias por €
VIH, mientras que la variante X4 es tipica de aquell os pacientes que llevan mayor tiempo de
evolucion [Pérez L et al. 2013].

Muchos autores coinciden en cuanto ala prediccion del tipo de progresion a SIDA segun €
fenotipo viral. Se havisto que los individuos infectados con virus R5 progresan mas lento a
SIDA que aguellos que poseen fenotipo X4. Ademas estudios recientes han probado que el
tiempo que se pase bagjo ARV influye en la seleccion del fenotipo X4 dentro de |a pobl acion
viral, quedando un grupo con un gran nimero de mutaciones que confieren resistencia a
antirretrovirales de distintos tipos y con mayor patogenicidad.

L os resultados obtenidos en este estudio confirman estas afirmaciones. Las secuencias que
muestran un fenotipo X4 poseen una mayor variabilidad con respecto a la secuencia de
referencia, siendo asi mayormente en las muestras de aquellos individuos gque se encuentran
bajo tratamiento ARV.

Determinacion del subtipo viral

El andlisis del subtipo viral en laregion env de VIH-1 de las muestras revel 6 una amplia
variedad de subtipos genéticos, siendo €l subtipo B € (33,33%), las CRFsBG (41,66%) y €
CRF19 (25%), de las variantes detectadas. Esta gran variabilidad ha sido reportada en varios
estudios cubanos previos, y se debe en parte a origen de la epidemia cubana en Africa [
PEREZ, L et al. 2006]. Las variantes CRF19 y CRF BGs (20, 23 y 24) son recombinantes
originados en Cuba que han sido reportados previamente y que muestran tendencia a la
expansion [ PEREZ, L et al. 2006] .

Al realizar € andlisis filogenético con e programa MEGA 5 (Fig3) se confirma e subtipo
reportado por el programa automatico COMET version 1.

Los subtipos determinados utilizando la region del lazo C2-V3 de la secuencia génica de
gp120 mediante métodos bioinforméticos fueron consecuentes con los que se habian
determinado en investigaciones anteriores en estos mismos pacientes utilizando la secuencia
del gen pol, excepto para la muestra LH107, que resultd subtipo B en € gen env y
CRF19 cpx en €l gen pol, evidenciado |a presencia de una forma recombinante tnica (URF)
B/CRF19_cpx, que puede haber ocurrido por re-infeccion del paciente con dos variantes de
VIH-1 (Tabla2).



El estimado del promedio global de divergencia evolutiva entre todas las secuencias
analizadas, calculado con € programa MEGA 5, fue de 67,08. El nUmero de diferencias de
bases entre las secuencias estuvo en € rango de 2.30 hasta 149. El andlisis incluyo 32
secuencias nucleotidicas (incluidas las 12 secuenciadas en este estudio y 20 de referencia).
L as posiciones que contenian gaps fueron eliminadas del andlisis.

Datos clinicos, epidemiol gicosy virol gicos de |os pacientes estudiados.

En la Tabla 3 se muestran los datos clinicos, epidemiologicos y virales de los pacientes
estudiados, lamitad de estos ya habian recibido terapia ARV a momento del estudio.

L os pacientes no tratados tenian una edad promedio de 38,1 afios, e 33% eran mujeresy el
75% eran hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH). Estos casos fueron
diagnosticados alrededor de 22 meses después de la probabl e fecha de infeccion y mostraban
altos valores de carga viral, lo cua estipico de los periodos iniciales de la infeccién que se
caracteriza por unaviremiamasiva con atas tasas de replicacion viral. [PEREZ L et al.2013]

L os pacientes que estaban bajo tratamiento ARV tenian una edad promedio de 34,6 afios y
todos eran hombres HSH. Aunque se desconoce e tiempo que medio entre la probable fecha
deinfecciony el diagnéstico de VIH, se puede observar que 2 de 6 habian sido diagnosticados
con VIH desde hacia méas de 10 afios, dos tenian mas de 6 afios de diagndstico y dos habian
sido diagnosti cados hacia menos de tres afios. Lacargaviral de estos pacientes se encontraba
mas baja que la de no tratados, probablemente porque se encontraban bajo terapia ARV
donde, alln en presenciaderesistencia, las variantes virales mutadas que se sel eccionan tienen
baja capacidad replicativay por tanto muestran menores valores de cargaviral [ PEREZ L et al.
2007].

L os datos recopilados confirman que el grupo de HSH tiene mayor incidencia dentro de la
poblacion de seropositivos a VIH en Cuba, lo cudl ha sido reportado en multiples estudios
cubanos previos [ PEREZ L et al.2007].

Relacion entre fenotipo viral y variables analizadas

Los pacientes no tratados, que habian sido diagnosticados recientemente en su mayoria
mostraban un fenotipo R5 con elevada cargaviral a momento de latoma de la muestra, que
coincidio con el momento del diagnéstico. Llamalaatencion € paciente LH268, que a pesar
de haber sido diagnosticado con VIH en € afio 2013, tenia una fecha probable de infeccion
de hacia cinco afios y ya tiene un fenotipo viral X4, indicando que en breve tiempo este
paciente evolucionard a SIDA, y que por tanto necesita una vigilancia estrecha para iniciar
terapia ARV antes de que progrese a SIDA.

Paralos pacientes tratados se observé que € fenotipo viral en cuatro delos seis casos (66,7%)
era X4, a pesar de que mostraban menores niveles de carga viral. Para €l caso de los dos
pacientes en etapa SIDA que mostraron fenotipo R5, uno era un paciente con diagnostico del
ano 2012 y otro era un paciente diagnosticado con VIH en e afio 1999 y que habia iniciado



terapia ARV hacia menos de un afio, indicando que se trataba de un paciente con lenta
progresion a SIDA.

Estos resultados muestran como |os pacientes que ya han evolucionado a etapa SIDA, y que
por tanto se encuentran bajo terapia ARV, poseen en su mayoria virus con fenotipo X4 a
encontrarse en etapas mas avanzadas de lainfeccion.

Al comparar € fenotipo vira con € subtipo de VIH-1, no se encontré relacion entre estas
dos variables ya que las diferentes variantes virales detectadas mostraron tanto fenotipo R5
como X4, esto coincide con la mayoria de los reportes de la literatura que no encuentran
asociacion entre subtipo vira y evolucion a SIDA [ LANGFORD, S. E et al. 2007], Sin embargo
se hareportado que el subtipo D se asocia con rapida progresion a SIDA y con la presencia
de fenotipo X4. Recientemente, el grupo de Kouri y cols. Ha reportado la asociacion de la
variante viral cubana CRF19 cpx con rapida progresion a SIDA (comunicacion personal,
datos no publicados), aunque este resultado no pudo ser confirmado en €l presente estudio.

Como limitante principal del estudio esta el pequefio tamafio de la muestra, lo que impide
arribar aresultados definitivos.

Conclusiones

Esta investigacion reviste gran importancia ya que poder contar con la informacion del
fenotipo viral de VIH-1 del paciente posibilitaa médico de asistencia predecir su evolucion
aSIDA asi como le permite decidir lafactibilidad de instaurar tratamiento usando inhibidores
de los co-receptores. Por otro lado desde €l punto de vista epidemioldgico ayuda a las
autoridades de salud a determinar el comportamiento de la epidemiaen € pais.



Bibliografia

BARRE-SINOUSSI F, CHERMANN JC, REY F, NUGEYRE MT, CHAMARET S,
GRUEST J, et al. Isolation of a T-lymphotropic retrovirus from a patient at risk for acquired
immune deficiency syndrome (AIDS). Science. 1983 May 20; 220(4599):868-71.
CHERMANN JC, BARRE-SINOUSSI F, DAUGUET C, Brun-Vezinet F, ROUZIOUX C,
ROZENBAUM W, et a. Isolation of a new retrovirus in a patient at risk for acquired
immunodeficiency syndrome. Antibiot Chemother. 1983; 32:48-53.

CLAVEL F, GUETARD D, BRUN-VEZINETF, CHAMARET S, REY MA, SANTOS
FERREIRA MO, et a. Isolation of a new human retrovirus from West African patients with
AIDS. Science. 1986 Jul 18; 233(4761):343-6.

CLAVEL F, HOGGAN MD, WILLEY RL, STREBEL K, MARTIN MA, REPASKE R.
Genetic recombination of human immunodeficiency virus. JVirol. 1989 Mar; 63(3):1455-9.
GALLO RC, SALAHUDDIN Sz, POPOVIC M, SHEARER GM, KAPLAN M, HAYNES
BF, et a. Frequent detection and isolation of cytopathic retroviruses (HTLV-III) from
patients with AIDS and at risk for AIDS. Science. 1984 May 4; 224(4648):500-3.

Hu WS, TEMIN HM. Effect of gamma radiation on retrovira recombination. J Virol. 1992
Jul; 66(7):4457-63.

Informe ONUSIDA 2013

KURITZKES, D and KOUP, R. 2013. Chapter 50: HIV-1: Pathogenesis, Clinica and
Manifestations, and Treatment. Fields Virology. 6th Ed. (1): 1561-1583.

KANDATHIL AJ, RAMALINGAM S, KANNANGAI R, DAVID S, SRIDHARAN G.
Molecular epidemiology of HIV. Indian J Med Res. 2005 Apr; 121(4):333-44.

KRISTEL VAN LAETHEMA, YOERI SCHROOTENA, PHILIPPELEMEYA, ERICVAN
WIINGAERDENA, ST'EPHANE De WITB, MARC VAN RANSTA, ANNE-MIEKE
VANDAMMEA. A genotypic resistance assay for the detection of drug resistance in the
human immunodeficiency virus type 1 envelope gene. Journal of Virological Methods 123
(2005) 25-34

LANGFORD SE, ANANWORANICH J, COOPER DA. Predictors of disease progression
in HIV infection: areview. AIDS Res Ther. 2007; 4:11.



LISSETTE PEREZ, VIVIA KOURI , YOAN ALEMAN, YEISEL ABRAHANTES,
CONSUELO CORREA , CARLOS ARAGONES, ORLANDO MARTINEZ, JORGE
CARLOS PEREZ, CARLOS FONSECA, JORGE CAMPOS, DELMISALVAREZ,YOERI
SCHROOTEN, NATHALIE DEKEERSMAEKER, STIJN IMBRECHTS GERTJAN
BEHEYDT, LORE VINKEN, YUDIRA SOTO, ALINA ALVAREZ, ANNE-MIEKE
VANDAMME, KRISTELVAN LAETHEM. Antiretrovira drug resistance in HIV-1
therapy-naive patientsin Cubal.i. Infection, Genetics and Evolution 16 (2013) 144-150
PEREZ, L., THOMSON, M. M., BLEDA, M. J,, ARAGONES, C., GONZALEZ, Z.,
PEREZ, J., SIERRA, M., CASADO, G., DELGADO, E. & NAJERA, R. HIV Type 1
molecular epidemiology in cuba: high genetic diversity, frequent mosaicism, and recent
expansion of BG intersubtype recombinant forms. AIDS Res Hum Retroviruses, 2006, 22,
724-33.

LISSETTE PEREZ, LUCIA PEREZ ALVAREZ, ROCIO CARMONA, CARLOS
ARAGONES, ELENA DELGADO, MICHAEL M. THOMSON, 2 ZOILA GONZALEZ,
GERARDO CONTRERAS, JORGE PEREZ,1 and RAFAEL NAJERA. Genotypic
Resistance to Antiretroviral Drugs in Patients Infected with Several HIV Type 1 Genetic
Formsin Cuba. AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES. Volume 23, Number
3, 2007, pp. 407-414.

McCUTCHAN FE. Global epidemiology of HIV. JMed Virol. 2006; 78 Suppl 1:S7-S12.



AL T UNON RO LY TND TR A TN TN N TN | ATALAS
M09 11090V A4S 49 W EEEEEEN FNRENRDE EAZ) SZUN
HI09LAIDLLAZY 49 HS 18 TINTT3 AT TTIT T ARy
H1091139LDNANADON S |y NI TR T T BECH ALY
R CR R RN ERRERE AN SEREEREENEC NE SNGNNENEREEN T ENTIELIHT
AQYWAIYDO LAS [9NINYOVAN IMIHTS4SNTdAd4HTLTALIHAIA IT9L LONESSHHID 17ddT ATy
10 199 VA1 NOHYHLA YIN "d¥LONI3ISNNI0AL SYIWLOSLYI0TONNE NS 8 END LISl
WAYWNSADDWSYH d9  SY | RNEE R NREL TN | AL
YN A LLUN LT LY 49 L s 19 GALE T d THLDS LHTOTNTEAND AV 2INdD L A W)
10109 Y 40 Tdd S T U T TS TN LDS LT E T IUND YN IANTDD ENZO 26
10 LIY9 ¥A4YD 4948 SH T TN T T TR TN I E DBl
| 106ELLOAND d9 LASD W dINA T U dNLDS (NI0T0INNND VYR JONIDD BT 1434
WHO IO LLASYNAOHD (¥ (YN LNNNAY LON IIASLNTDATELYY NG LINASY IAATIIVISONTTI0LSAN iNTIATUENS SINRER

sl 20 QS
G BB BN 48 B AT o W T S EeY A TY A FBTr OV T A KA LSHDONNI N T THO 4300 ¥

‘sSepezijeue sel1sanw ZT Se| ap SA-ZD Uolbal e] ap Sepluslgo Sedlploeoulwe Sselousnoss Tejqel



| 23 BG.CLL03.CB118.AYS005T1 |
L pros.cuc
A 1200C2v3
20 BG.E5.99 RT7 AYS586544
24 BG.CU.03.CB3T8 AYS00574
Fﬁ-l-. CU.G
—— A 1508C2-V3
._| A 1511C2v3
=l A |H268C2V3
A 1332C2.V3 |
07 BC.CN.97 STCNOO1 AF286226
~ 21 AZD KE 91 KNH1254 AYS45737
L 18 cpx CLI.89.CLUTE AYS86540
19 cpx CLL.99.CU20 AYSS89T1
A 1155-14C2v3
L |— A 5C29C2-V3
—— PR-1. CU-CRF 19 cpx
L | — PR-2. CU-CRF19 cpx
=L PR-8. CU-CRF18 cpx |
_ 42 BF LUL03.1uBF 05 03 EU1T0155
B.NL00.67100T36.AY423387
= - A& 1504-14C2V3
B.US.98. 15384 1.DQBS53463
1 B.DE.01.919601 AYB882421
J — B.US.98,1058 11.AY331295
L B.TH.90.BK132AY 173951
‘ I REFERENCES SUBTIPO B C2-V3
| E B.FR.83.HXB2 LAI B BRUKO3455
, — A LHIT3C2v3
| L A LHETSC2V3
| A MT25C2v3
A LH10TC2V3

RECOMEINANTES BG (20, 23, M)

RECOMBIMANTE CRIFS o

Figura 2. La historia evolutiva fue inferida empleando el método de maxima
verosimilitud (Maximum Likelihood), basado en el modelo de Kimura 2-parametros.
El analisis incluy6é 32 secuencias nucleotidicas. Todas las posiciones que contenian gaps
fueron eliminadas del andlisis. Hubo un total de 186 posiciones en los datos analizados.
Las muestras cubanas analizadas se encuentran identificadas con un triAngulo negro. El
analisis evolutivo se realizd con el programa MEGA 5.






