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RESUMEN

La extensa diversidad del VIH se debe a su capacidad de adaptarse al mutar constantemente bajo
presion selectiva, mediada ya sea por el sistema inmune o los medicamentos antirretrovirales. Esta
variacion genomica afecta la eficacia de las pruebas de diagndstico, la deteccion de la carga viral,
la respuesta a tratamiento, y el desarrollo de vacunas. Estudios de diversidad genética del VIH-1
demuestran que si bien en la region mesoamericana predomina el VIH-1 subtipo B, también
circulan otros subtipos y formas recombinantes. Es de suma importancia para la salud publica
determinar la prevalencia y dispersion de las variantes genéticas del VIH en la poblacién para
proveer el mejor diagnostico, tratamiento y mitigar el aumento de la diversidad genomica del virus.
En este estudio se identificaron 470 secuencias del gen pol de VIH-1 provenientes de seis paises
de Mesoamérica obtenidas entre 2011 a 2016, mediante el uso de analisis filogenéticos y el analisis
de patrones de recombinacion en las variantes recombinantes. Se utilizaron como método
comparativo matrices de secuencias de referencias de los diferentes subtipos y formas
recombinantes del VIH-1 obtenidas de la base de datos de HIV Los Alamos. En concordancia con
los reportes de la region mesoamericana, el subtipo VIH-1 subtipo B fue el predominante al ser
identificado en el 69% (n=324) de secuencias. La forma recombinante méas prevalente fue el
recombinante dual VIH-1 BF identificado en el 8.9% (n=42) de las secuencias. Se identifica por
primera vez en la region una secuencia del sub-subtipo A6, proveniente de Panama. Como
conclusion, con relacion a los reportes de estudios previos, se observo un aumento en la diversidad

genética del VIH-1 en la regiébn mesoamericana.
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ABSTRACT

The extensive diversity of HIV is due to its ability to adapt by constantly mutating under selective
pressure mediated by either the immune system or antiretroviral drugs. This genetic diversity
affects the efficacy of diagnostic tests, detection of viral load, response to treatment, and the
development of vaccines. Studies focused on genetic diversity of HIV-1 indicate that although
HIV-1 subtype B predominates in the Mesoamerican region, other subtypes and recombinant
forms also circulate. It is of the utmost importance to determine the prevalence of genetic variants
of HIV in the population to provide the best diagnosis and treatment, and to mitigate the spread
and increase of genomic diversity of the virus. This study identified 470 sequences of the HIV pol
gene from six Mesoamerican countries using phylogenetic analysis and the visualization of
recombination patterns that the recombinant variants presented. Reference sequence arrays of the
different subtypes and recombinant forms of HIV-1 obtained from the HIVV Los Alamos database
were used as a comparative method. In accordance with previous reports of the Mesoamerican
region, the HIV-1 subtype B was the predominant subtype, identified in 69% (n=324) of
sequences. The recombinant form most prevalent was the dual recombinant HIV-1 BF identified
in 8.9% (n=42) of the sequences. This study identified for the first time in the region a sub-subtype
A6 sequence, which came from Panama. In summary, in comparison with reports of previous

studies, the genetic diversity of HIV-1 in the Mesoamerican region had an increase.
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INTRODUCCION

A finales de 1980 se comenzaron a presentar dos infecciones poco comunes: neumonia flngica y
un cancer de piel impulsado por el virus del herpes llamado Sarcoma de Kaposi (Friedman-Kien,
1981). Con el tiempo, en Los Estados Unidos se observo un incremento de estas dos enfermedades
y solo en personas con sistemas inmunes comprometidos, llamando la atencion de los Centros para
el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) y, en el verano de
1981, se reconocid por primera vez como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
(Greene, 2007). El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente causante del SIDA, el
cual disminuye la cantidad de linfocitos T CD4, afectando la eficacia del sistema inmune. Es
transmitido de manera sexual, percutanea y perinatal, y solo puede tratarse mediante
medicamentos de tipo antirretroviral, los cuales no son accesibles para toda la poblacion
(Bartholomeusz & Locarnini, 2014; Hernandez-Sanchez et al., 2018; Sharp & Hahn, 2011; Teva
etal., 2012). Con aproximadamente 1.7 millones de nuevos casos de infeccion solo en el afio 2018

(UNAIDS, 2019), el VIH/SIDA es actualmente considerado como pandemia.

Con los afios este virus ha desarrollado una extensa diversidad gendmica como resultado de las
recombinaciones y constantes mutaciones que experimenta durante la replicacién viral dentro de
la célula, de manera que se ha dividido en VIH tipo 1 y VIH tipo 2. El VIH-1, a su vez, se ha
ramificado en los grupos M (Main), N (No M, No O), O (Outlier) y P. Del grupo M provienen la
mayoria de las secuencias que han infectado al ser humano en la pandemia y se divide a su vez en
diez subtipos denominados por las letras A-D, F-H, J, Ky L (Hemelaar, 2012; Sharp & Hahn,

2011; Yamaguchi et al., 2020). Los genomas de los subtipos difieren en la codificacion de las
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proteinas que componen las estructuras del virus hasta en un 35%; mientras que las variantes
geneticas pertenecientes a un mismo subtipo pueden diferir en un 20% (Gaschen et al., 2002).
Estas variaciones afectan la eficacia de los exdmenes de diagnostico, las investigaciones de
respuesta a tratamiento, el disefio de estrategias de administracion clinica de medicamentos
antirretrovirales, el estudio de las variantes resistentes a medicamento y, principalmente, influye
sobre el disefio y desarrollo de una vacuna que funcione de forma efectiva y confiable contra todos
los subtipos y cada nueva variacion que surja (Hemelaar et al., 2019). Debido a este obstaculo,
para el beneficio de la salud publica, es necesario contar con informacion fiable y actualizada de
la prevalencia de los subtipos y recombinantes a nivel regional y global, para poder establecer
estrategias que prioricen segun la predominancia, lo que resulta en mayor beneficio, en el menor
tiempo posible (Marzetta et al., 2010). Por consiguiente, a nivel nacional es crucial que
conozcamos las variantes que circulan en nuestro pais y las nuevas variantes que han surgido o las
que se han introducido a través de los afios; en particular, por el incremento de inmigrantes a
Panama ya que, solo en el afio 2019 hubo una entrada de 2,571,610 extranjeros de diversas

nacionalidades al territorio panamefio (fuente: https://www.migracion.gob.pa/inicio/estadisticas).

En este estudio se busca identificar las variantes genéticas de 470 secuencias, que corresponden a
la regidn de la proteasa y transcriptasa reversa del gen pol, provenientes de seis paises de la region
Mesoamericana (Nicaragua, México, Belice, Guatemala, Honduras y Panama) obtenidas entre los
afios 2011 a 2016. Mediante el uso de analisis filogenéticos, la region del gen pol provee la
suficiente informacion nucleotidica para identificar hasta un 95% de las variantes descritas en la

base de datos de VIH de Los Alamos.
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JUSTIFICACION

En el 2016 se registraron 16,068 casos de personas vivas con VIH-1, recibiendo o no terapia
antirretroviral (TARV); sin embargo, el nimero estimado podria ser aproximadamente de 20,873
casos (MINSA, 2018). Aunque el VIH-1 subtipo B es el predominante en nuestro pais, es
importante sefialar que se ha reportado que un porcentaje de la poblacién infectada presenta otras
variantes. Los tratamientos desarrollados hasta ahora para la atencién clinica no tienen el mismo

resultado para todas las variantes (Santoro & Perno, 2013).

Es responsabilidad de quienes estan a cargo de la salud publica mantenerse informados y en
vigilancia constante de la diversidad gendmica viral del territorio. Esto es necesario para proveer
a los afectados de un tratamiento clinico més eficiente y personalizado segun las complicaciones
y especificidades propias de cada variante, especialmente si éstas han desarrollado resistencia y,

al mismo tiempo, detectar cuando éstas emergen y registrarlas (Ahumada-Ruiz et al., 2008).
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar las variantes genéticas del VIH-1 de 470 secuencias del gen pol obtenidas de
personas que viven con VIH-1 en seis paises de Mesoamérica (Nicaragua, México, Belice,

Guatemala, Honduras y Panama).

Objetivos Especificos

e Construir matrices de las secuencias obtenidas de VIH con secuencias de referencia de
subtipos y CRFs de la regién pol obtenidas de base de datos de VIH.
e Determinar la diversidad genética de secuencias del VIH-1 gen pol mediante la

construccién de arboles filogenéticos.

e Determinar el patron de recombinacion de variantes del VIH-1 identificadas mediante el
método del Bootscan.

e Describir la diversidad genética del VIH-1 de Mesoamérica.

17



CAPITULO I:

ANTECEDENTES
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1.1. Breve Resefia Histérica del Descubrimiento del VIH

A finales de 1980 varios integrantes de la comunidad de hombres que tienen sexo con hombres y
de usuarios de drogas inyectables, estuvieron presentando casos de neumonia fangica causada por
Pneumocystis jirovecii (antes conocida como Pneumocystis carinii), una infeccion oportunista
poco comun que solo se presentaba en personas con sistemas inmunes comprometidos (Gottlieb,
2006; Masur et al., 1981). Ademas, dicha poblacién era susceptible a desarrollar un cancer de piel
impulsado por el virus del herpes llamado Sarcoma de Kaposi (Friedman-Kien, 1981). Con el
tiempo, muchos mas casos de estas dos enfermedades se fueron propagando y llamando la atencion
de los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés). A
medida que los casos aumentaban, asi como los decesos, se empez6 a utilizar el término “la plaga
gay” y el miedo empezd a esparcirse. En el verano de 1981 se reconocié por primera vez el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) tras el notable patrén de caracteristicas

pertenecientes a infecciones oportunistas (Greene, 2007).

La enfermedad habia sido reconocida, sin embargo, aln no se contaba con pruebas diagndsticas
para su deteccidn, por lo que no habia forma de asegurar la calidad de las unidades de sangre que
estaban siendo donadas en esa época. Debido a esto, los bancos de sangre fueron por muchos afios
un riesgo para la salud, contagiando de forma inconsciente por medio de transfusiones a sus
recipientes; por lo que, entre 1981 y 1984, se infectaron de esta forma aproximadamente 15 000
personas en Los Estados Unidos (Greene, 2007). En las primeras investigaciones inmunoldgicas

se pudo observar repetidamente una disminucién en la cuenta de linfocitos tipo CD4 y a finales de
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1982, se tenia evidencia de que el SIDA se estaba transmitiendo por medio de los fluidos
corporales (CDC, 1982). Poco después, en 1983, también se presentaron reportes de transmision
heterosexual de SIDA, cambiando drasticamente la perspectiva y estigma que se tenia (Vahine,

2009).

El agente causante del SIDA, fue descrito por primera vez en 1983 por Luc Montagnier y
colaboradores en el Instituto Pasteur, utilizando tejidos con linfadenopatia (inflamacién de los
ganglios linfaticos) aguda tomados de pacientes con SIDA e individuos en riesgo de contraerlo. El
equipo identifico a través de microscopia electronica un nuevo virus linfotrépico de células T
humanas (HTLV por sus siglas en inglés) distinto morfolégicamente al HTLV-1 y al HTLV-2
(\Vahlne, 2009). El virus parecia ademas poder infectar células CD4, sin embargo, fue hasta un afio
después que Robert Gallo y colaboradores, en el Instituto Nacional de Salud (NIH), asociaron al
nuevo virus como el agente causante del SIDA (Gallo et al., 1984). En mayo de 1986 finalmente
se le dio el nombre de Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) después de que Harold VVarmus,
del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en inglés), asi lo

recomendara (Greene, 2007).

En poco tiempo, se pudieron identificar tres enzimas producidas por el virus entre las cuales
ademas de la integrasa y proteasa, estaba la transcriptasa reversa. Esta Ultima podia ser inhibida
por una droga antirretroviral contra el cancer llamada Azidotimidina (AZT) por lo que, en 1987,
se convirtié en el primer medicamento aprobado para uso en el tratamiento de aquellos que
padecian de SIDA (Greene, 2007). La terapia con este medicamento era efectiva, sin embargo,

poco después empezaron a surgir variantes del virus con resistencia a la droga.
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1.2. Caracteristicas Generales

El Virus de Inmunodeficiencia Humana es actualmente reconocido como el agente causante del
SIDA. En 1984 la proteina transmembrana de los linfocitos T CD4 fue identificada como uno de
los receptores necesarios para la entrada del virus del VIH (Dalgleish et al., 1984; Greene, 2007).
Estos linfocitos son precisamente los que controlan la respuesta del sistema inmune a las
infecciones virales. Al disminuir la cantidad de estas células en el cuerpo, se disminuye también
la capacidad de respuesta inmune del huésped, aumentando la susceptibilidad a cualquier tipo de
infeccion oportunista que al complicarse puede conducir a la muerte (Sierra et al., 2005). Por esta
razon, un paciente es diagnosticado con SIDA cuando su cuenta de células T tipo CD4 es menor a
200 células por mms. El VIH se puede transmitir de manera sexual, percutdnea y perinatal; sin
embargo, la mayoria de quienes lo contraen lo hacen por la ruta sexual (Sharp & Hahn, 2011). Con
aproximadamente 1.7 millones de nuevos casos de infeccion solo en el afio 2018 (UNAIDS, 2019),

el VIH/SIDA es actualmente considerado como pandemia.

Hoy dia existen medicamentos de tipo antirretrovirales (ART) para el tratamiento del SIDA que
reducen la cantidad de virus, pero no lo eliminan; esto supone una dependencia al medicamento
de por vida y crea la posibilidad de que surjan nuevas variantes del virus con resistencia a la droga.
Ademas, estas terapias no son accesibles para todos los grupos demograficos, por lo que
definitivamente aln es necesaria una vacuna. Mientras tanto, el SIDA se mantiene como una de

las mayores causas de muerte en los paises en desarrollo, con aproximadamente 32 millones de
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muertes a nivel global desde que se inicid la epidemia hasta finales de 2018. Se estima que existen
actualmente alrededor de 37.9 millones de personas en todo el mundo infectadas con VIH

(UNAIDS, 2019).

El VIH es un retrovirus que, al invadir a una célula huésped, tiene la capacidad de transcribir su
genoma de ARN, a una molécula de ADN, gracias a la enzima transcriptasa reversa y, mediante
laintegrasa, incorpora el ADN viral resultante al genoma de la célula hospedera (Tang et al., 1999).
EL VIH pertenece al género Lentivirus, los cuales estan asociados a enfermedades cronicas de
tipo hematoldgicas y del sistema nervioso que afectan a distintos tipos de mamiferos, entre ellos
el ser humano (Sharp & Hahn, 2011). EI VIH tiene dos tipos de tropismo: T-tropicos y M-tropicos.
Los T-trépicos son llamados asi por su afinidad por la infeccion eficiente de células T CD4 y
linfocitos T primarios. Los M-tropicos presentan en cambio, preferencia por los monocitos y
macrofagos. Sin embargo, no todas las variantes se acomodan dentro de uno de estos dos grupos,
algunas presentan tropismo dual y pueden infectar a ambos grupos de células (Tang et al., 1999).
A la fecha, se han identificado dos tipos de VIH llamados VIH-1, que es el responsable por la
mayor parte de infecciones globalmente, y VIH-2, mas prevalente en el Oeste africano y menos

patogénico (Chavan, 2011).
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Figura 1. Virién maduro de VIH-1 mostrando las proteinas que componen la capside (gp 42,
gpl120), la matriz (MA), capside (CA) y nucleocapside (NC), que contiene enzimas RT y el RNA.

Fuente: Sierra et al., 2005.

1.3. Estructura

Un virion maduro de VIH-1 (Figura 1) presenta una morfologia esférica delimitada por una
membrana bilipidica que rodea el centro en forma de cono donde esté la nucleocapside. EI genoma
que alli se encuentra presenta dos hebras individuales positivas de ARN viral de 9.2 kb, mientras
que el provirus (forma integrada al ADN dentro de las células infectadas) dentro de las células

infectadas es de una doble hebra de ADN (Sierra et al., 2005).

23



El VIH presenta en su genoma el gen env, que codifica para el precursor polipeptidico gp160 a

partir del cual se generan proteinas de la envoltura viral gp120 y gp42, las cuales constituyen el

sitio de union del virus a los receptores de las células diana, el cual se ha convertido en objeto de

importantes investigaciones para el desarrollo de vacunas para el virus (Sundquist & Krausslich,

2012). La expresion de este gen es, entonces, crucial para la adhesion del virus. Por otro lado, el

gen pol codifica para las enzimas ARNasa H, proteasa viral, integrasa, y la transcriptasa reversa

(una ADN polimerasa dependiente de ARN que es la responsable de retro-transcribir la molécula

de ARN a una doble hebra de ADN), que son necesarias para el proceso de replicacion de un

retrovirus. Igualmente importante, el gen gag codifica para el precursor de la poliproteina Gag,

responsable de las proteinas estructurales que arman la infraestructura basica del virus (Sierra et

al., 2005).
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Figura 2. Estructura y organizacion del genoma del VIH-1 mostrando genes estructurales (gag,

pol env), reguladores (tat, rev, nef) y accesorios (vpr, vpu, vif) del provirus de VIH-1. Fuente: HIV

Los Alamos, disefio Jacinto Pérez.
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El genoma del VIH presenta, también, una regién denominada Terminal Repetida Larga (LTR)
con secuencias cortas redundantes en cada extremo de la hebra y ubicadas junto a las regiones U5
y U3, respectivamente, que estd implicada en el proceso de integracion al ADN de la célula
huésped mediante la utilizacion de una integrasa especifica de LTR encontrada en el cromosoma
de la célula (Tang et al., 1999). El VIH presenta ademas otros seis genes accesorios tat, rev, vif,

vpu, vpr, y nef, que aseguran la eficiencia de la infeccion (Figura 2) (Seitz, 2016).

1.4. Ciclo Replicativo

El primer evento en la infeccion del VIH-1 es la unién mediante las glicoproteinas del virus a los
receptores de las células CD4, como también a los correceptores. En los linfocitos T el correceptor
es CXCR4, mientras que en macrdfagos es CCR5 (Trkola et al., 1996). Cuando la proteina gp120
del virus interactdan con los receptores de la célula, esta experimenta un cambio conformacional
que permite la creacién de una union por alta afinidad de la glicoproteina con los correceptores.
Asi, esta Gltima interaccion resulta en la exposicion de la proteina viral gp42, acercando el virus a
la célula y conduciendo asi a la fusion entre la membrana de la célula hospedera y la envoltura
viral. De esta forma, el virus logra entrar en la célula, liberando su nucleocépside en el citoplasma

celular (Figura 3) (Sierra et al., 2005).
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Figura 3. Ciclo Replicativo del VIH- 1. Se ilustra la union del virus a la célula (1), su entrada (2)
y posterior transcripcion reversa produciendo una molécula de ADN a partir del ARN del virus (3,
4) que es entonces integrada al ADN cromosomico de la célula (5) para luego transcribir (6) este
ADN proviral y traducirse (7) utilizando los polisomas de la célula. Una vez sintetizados las
proteinas estructurales, enzimas y dos moléculas de ARN virales, se forma la matrix viral la cual
es luego rodeada por la envoltura viral, viaja a la membrana celular (8) donde se procede al

ensamblaje (9), gemacion (10) y maduracion del nuevo virion (11). Fuente: Sierra et al., 2005.

Disefio Jacinto Pérez.
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Con el ARN viral libre, después de la desintegracién de la proteina de la nucleocapside, la enzima
transcriptasa reversa puede producir una nueva primera molécula de ADN, mientras otra porcion
de la enzima degrada el ARN viral y, luego, la retrotranscriptasa produce una segunda hebra
complementaria de ADN viral. Esta doble hebra de ADN migra entonces al nucleo de la célula

huesped y es insertada en el ADN cromosomico por la integrasa (Sundquist & Krausslich, 2012).

Una vez integrada en el cromosoma de la célula infectada la doble hebra de ADN viral es
denominada ADN proviral y puede ser transcrito mediante la ARN pol I, influenciada por
multiples factores reguladores caracteristicos. Las secuencia LTR localizadas antes y después del
sitio de inicio de transcripcién son elementos reguladores de accién cis al igual que la proteina
viral trans-reguladora o tat, la cual es expresada en la fase inicial junto a los genes nev y rev
(Jordan, 2001). Los ARNm son entonces traducidos por los polisomas de la célula para producir
las enzimas virales y sus proteinas estructurales. Sin embargo, estos productos son inicialmente
precursores inactivos, eventualmente activos por proteilisis. La matriz resultante estara compuesta
por las proteinas virales y dos moléculas de ARN virales. Las glicoproteinas de la envoltura viral
de las gp120 y gp42 se insertan en la membrana celular donde también ocurren los eventos que
hacen posible el ensamblaje del virién, mediados por la poliproteina Gag. Finalmente se da la

gemacion, donde el viridn brota de la célula infectada (Freed, 2015).
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1.5. Diversidad genética del VIH

1.5.1. Grupos y subtipos de VIH

Este virus ha desarrollado una extensa diversidad genética como resultado de las recombinaciones
entre variantes y constantes mutaciones que experimenta durante la replicacion viral. Esta alta tasa
de mutacion se relaciona con el hecho de que depende de la enzima transcriptasa reversa la cual
no posee un mecanismo de correccion de lectura, y de las presiones de seleccion evolutiva que

sufre el virus ante los mecanismos de defensa del sistema inmune (Roberts et al., 1988).

El gen pol contiene las regiones codificantes para las proteasa y transcriptasa reversa, conocidas
como objetivos de los medicamentos antirretrovirales utilizados en la terapia del VIH (Souza et
al., 2019b). En esta region podemos encontrar también polimorfismos con la capacidad de afectar
la probabilidad a desarrollar mutaciones que le confieran resistencia a los antirretrovirales, alterar
su forma de respuesta a la terapia, o incluso llevar a la amplificacion de dichos polimorfismos al
reaccionar con los antirretrovirales, agravando la situaciéon epidemiolégica (Santoro & Perno,
2013). La forma en que estas mutaciones afectan la funcion de estos genes aiin no es comprendida
por completo, sin embargo, el uso de antirretrovirales sigue demostrando ser una estrategia efectiva

aun, teniendo en cuenta la variedad de subtipos.

Hoy es ampliamente aceptado que el VIH fue transmitido de otras especies de primates hacia el
humano, fendmeno llamado zoonosis, probablemente como consecuencia de las antiguas practicas
de caza y manipulacién de las carnes capturadas, asi como del intercambio dado entre humanos y

otros primates. Una gran variedad de primates no humanos presenta un tipo especifico de virus de
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inmunodeficiencia y se les conoce como SIVs (siglas en inglés para Virus de Inmunodeficiencia
en Simios) (Hemelaar, 2012). Los S1Vs que han sido detectados y caracterizados se han nombrado
con un sufijo que representa la especie de la que se origina, aunque cabe sefialar que muchos de
estos virus se han determinado como no patogénicos, aunque compartan filogenia con el VIH

(Keele et al., 2006).

El VIH se cree que provino de los chimpancés del Oeste-Central de Africa, especificamente de la
region sur de Cameran (Gao et al., 1999) pero, ademas, el VIH tipo 1 se cree se ramificé en los
grupos M (Main), N (No M, No O), O (Qutlier) y P (el mas nuevo, se le reconocio su propio grupo
al ser tan distinto de los otros tres) (Sharp et al., 2001). Por otra parte, se ha encontrado que el
SIVcpz fue el resultado de la recombinacion entre especies ancestrales con SIVrcm (de
Cercocebus torquatus) y SIVgsn (de Cercopithecus nictitans) y, segin F. Gao et al (1999), los
grupos My N provienen del SIVVcpz que se encuentra en el chimpancé Pan troglodytes troglodytes.
Ademas, segun Keele et al (2006), el grupo M tuvo su asentamiento de forma independiente en el
area de lo que hoy conocemos como Kinsasa, en la Republica Democrética del Congo. En esta
regién también se ha obtenido la méas antigua evidencia de infeccién por VIH en una muestra de
suero, y en una biopsia de un ganglio linfatico que, por medio de programas bioinformaticos, han
permitido estimar el tiempo del ancestro comldn mas reciente (tMRCA) y calcular las tasas
evolutivas de distintos linajes. Asi, se ha encontrado al grupo M como el linaje mas viejo en
humanos, compartiendo con el SIVVcpz un tMRCA entre 1800 y 1900 aproximadamente (B. Korber
et al., 2000). Sin embargo, entre estas dos muestras se ha observado una diferencia en secuencia
de 12%, lo que indica que ya desde ese tiempo el grupo M habia empezado a diversificarse

(Worobey et al., 2008).
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El VIH-1 grupo M es conocido por ser aquel al que pertenecen la mayoria de las variaciones que
han infectado a los humanos, causando la pandemia del VIH y diversificandose en diez subtipos
denominados por las letras A-D, F-H, J, Ky L; este ltimo reconocido recientemente (Yamaguchi
et al., 2020). La variacién gendmica entre estos subtipos puede ir de 17% a 35% aunque también

podria llegar hasta un 42% dependiendo de distintos factores (Bette Korber et al., 2001).

1.5.2. Formas circulante recombinantes y formas recombinantes nicas

Debido a la naturaleza del virus, la recombinacion entre distintos subtipos del VIH-1 grupo M es
bastante frecuente, incluso, se da ademas entre subtipos del VIH-2, por muy distintas que sean las
secuencias (lbe et al, 2010; Peeters et al, 1999; Registro de CRFs en

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html: https://www.hiv.lanl.gov/cont

ent/sequence/HIV/mainpage.html). Estas recombinaciones entre subtipos son denominadas

formas recombinantes circulantes (CRFs) cuando se pueden reconocer en tres 0 mas individuos
gue no tengan relacion epidemioldgica entre si, ademas de presentar sitios de recombinacion
similares; mientras que las formas recombinantes Unicas (URFs) no comparten sitios de
recombinacidn entre los subtipos con las CRFs. Los CRFs son nombrados en relacion al orden en
que son descubiertos y caracterizados, ademas de denotar de qué subtipo provienen (Robertson et
al., 2000). La recombinacién entre cepas es muy constante a nivel global e incluso existen algunos
lugares denominados “hotspots” (puntos calientes) de recombinacién, dado que distintos CRFs y

subtipos circulan en esa misma area, lo que resulta en la creacion continua de URFs. Asi, si estos
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URFs circulan en una misma poblacién, por definicion, se crearian también entonces nuevos
CRFs. Esta situacion de alta diversidad en una misma zona permite que los CRFs algunas veces
también se recombinen entre si 0 con otros subtipos, y el resultado es llamado recombinante de

segunda generacion (SGRs) (Hemelaar, 2012).

1.5.3. Distribucion global de la diversidad genética del VIH-1

La diversificacion entre los subtipos del VIH-1 ha resultado en diferencias en cuanto a factores
como transmisibilidad, reaccion a medicamentos antirretrovirales, y patogenicidad (Taylor et al.,
2008). El efecto epidemioldgico que ha sido generado por cada subtipo varia por region. La
distribucion de subtipos a nivel global depende de maltiples y complejos factores donde se pueden
incluir efectos de fundador, co-infecciones, diferencias biologicas, factores ambientales, factores
socioecondémicos, practicas sexuales (individuales y aquellas influenciadas por politicas de

cuidado mandatarias para trabajadores sexuales), migracion, entre otros (Hemelaar, 2012).

La variacion genotipica de los subtipos de VIH-1 se da por region y en relacién al tiempo, por lo
que en diferentes partes del mundo predominan distintos subtipos, con diferencias segun la época
(Tabla 1). Actualmente la mayor diversidad se encuentra en Africa Central presentando todos los
subtipos y diversos CRFs y URFs; mientras que, en Sudafrica, se presenta una clara dominancia
del subtipo C (asi como en el sur de Asia, India), que es precisamente la regién con mayor
prevalencia de VIH a nivel global, haciendo del subtipo C el principal causante de infecciones por
VIH mundialmente (Bbosa et al., 2019). En Europa Oriental y Asia Central predomina el VIH-1

subtipo A (aunque el VIH-1 subtipo B también es encontrado en maltiples infecciones); mientras
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que, en Europa Occidental y Central, Oceania, y todo el continente americano, el VIH-1 subtipo
B es el responsable de al menos 75% de las infecciones entre 2010 y 2015 (Hemelaar et al., 2019).
El VIH-1 subtipo B es un ejemplo de variante cuyo genoma ha evolucionado desde su sitio de
origen en Africa a la variante que circulaba en el Caribe antes de expandirse al resto del continente
como variante pandémica aproximadamente alrededor de los afios 1960 (Junqueira et al., 2011;
Mendoza et al., 2018; Pagan & Holguin, 2013). La historia evolutiva de este subtipo demuestra la
influencia que tuvieron los constantes movimientos migratorios y colonizadores realizados en la

época y que aun puede ejercer la movilizacion poblacional (Junqueira et al., 2011).

1.5.4. Diversidad genética del VIH en Panama

Debido a su posicion geografica, Panama se ha definido desde su descubrimiento como un punto
de encuentro internacional multiétnico, asi como de transito y comercio gracias a la construccion
del Canal. Gracias a esto, su poblacion ha mantenido desde sus inicios un constante intercambio a
nivel biolégico con diversos paises, especialmente con los norteamericanos durante su
asentamiento en el territorio, por lo que no es de sorprenderse que Panama presente un perfil
parecido, con el VIH-1 subtipo B como predominante (Hemelaar et al., 2019). En Panama, segun
estudios publicados en 2009 y 2014 (Ahumada-Ruiz et al., 2009; Mendoza, Bello, et al., 2014), el
VIH-1 subtipo B tiene una prevalencia del 97% y 98.9% respectivamente. Ademas, en el estudio
realizado por Mendoza et al (2014), se describié la circulacion del VIH-1 subtipo F1, VIH-1
subtipo C, CRF 20_BG, CRF28/29 BF y URFs_BC, en donde se destaca su posible introduccion

por parte de Brasil, Cuba, Republica Dominicana e India.
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Tabla 1. Distribucién por porcentaje de las variantes genotipicas en las diferentes regiones del

Caribe, América y Europa. Se destaca el subtipo predominante de la region y su porcentaje, asi

como de cada variante presente.

Predominancia

Subtipos del VIH-1 grupo M

Regidn
Subtipo| % | Sub | % | Sub | % | Sub | % | Sub | %
A | 0.89 B 91.4 C 0.40 D 1.26
El Caribe B 94.4 E 0.00 F 0.03| G 1.18 H 0.07
J 0.01 K 0.00 | URF | 1.64 | NI | 0.11
A | 0.20 B 77.3 C 7.62 D | 0.02
E |000| F |498| G |003| H |0.02
J 0.00 K |0.00 |URF|9.81| NI | 0.00
Norte América, A | 6.60 B 82.4 C |4.19 D | 0.38
Europa Occidental B 824 | E | 0.00 F 221 | G | 204 | H | 0.03
y Central J 0.01 K 003 |URF| 198 | NI | 0.16

Nota: NI: No Identificado. Fuente: Esta tabla fue elaborada gracias a los datos de un estudio

anterior en donde se analizaron genomas completos y las variantes recombinantes fueron

reasignadas a los subtipos que mas contribuyen a cada CRF (Elangovan et al., 2021).
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El primer caso en el pais se detectd en septiembre de 1984; desde entonces hasta el 2016, se ha
registrado en el Ministerio de Salud (MINSA) un total acumulado de 37 690 casos, de los cuales
han fallecido 10 811 personas, dejando un porcentaje de letalidad acumulada de 66% (Ministerio
de Salud de Panama, 2018). La epidemia ha progresado de un inicio en donde la mayoria de las
infecciones eran transmitidas por el sexo entre hombres, a la actualidad donde no hay una forma
predominante de transmision sexual (Teva et al., 2012). Segun el Minsa (2018), dentro de las
personas vivas con VIH-1 registradas al 2016, los cuales eran 16 068 casos, el 70% lo adquirié por
la via sexual, dentro de los cuales un 77% eran heterosexuales, 17.4% homosexuales, 5.4%
bisexuales y 0.2% transexuales. Los deméas porcentajes de adquisicion fueron 2.5% de forma
perinatal, 1% por via sanguinea y el 26,5% restante ignoraba como lo adquirid. En este reporte se
identifico a la provincia de Colén como el punto con la mayor tasa de casos (451.3/100 000) del
pais, seguida por la comarca indigena Guna-Yala (398.9/100 000) y por ultimo el area

metropolitana (336.7/100 000) (Ministerio de Salud de Panam4, 2018).
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CAPITULDO II:

METODOLOGIA
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2.1. Construccion del set de datos de Referencia y secuencias de estudio

Para construir la matriz de secuencias de referencia se descargaron 87 secuencias de referencia
(REF) de la region pol iniciando en la posicion nucleotidicas 2253 a 3600 de todos los subtipos
del grupo M, de los grupos N, O y P, asi como de todos los CRFs descritos a la fecha de la Base
de Datos de Secuencias de VIH en linea Los Alamos

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

Del proyecto “Estudio de la epidemiologia molecular y vigilancia de la farmacorresistencia del
virus de la inmunodeficiencia humana en la region mesoamericana” se adquirieron 470 secuencias
del gen pol que habian sido previamente clasificadas como “posibles recombinantes” segun la
herramienta REGA incorporada en la base de datos de resistencia de Stanford

(https://hivdb.stanford.edu). El objetivo de este proyecto fue estudiar las mutaciones de resistencia

asociadas a los farmacos que inhiben la accion de la proteasa y transcriptasa reversa. Las
secuencias fueron obtenidas de personas que viven con VIH, y que firmaron consentimiento
informado segln protocolo aprobado por el Comité de Bioética de la Investigacion del Instituto
Conmemorativo Gorgas (Avila-Rios et al., 2016; Avila-Rios, Garcia-Morales, Garrido-Rodriguez,
et al., 2015; Avila-Rios, Garcia-Morales, Tapia-Trejo, et al., 2015; Chaillon et al., 2017; Garcia-
Morales et al., 2017). Las 470 secuencias de virus provinieron de seis paises de la region de
Mesoamérica siendo estos: Nicaragua (n=21), México (n=107), Belice (n=38), Guatemala

(n=135), Honduras (n=56) y Panama (n=113).

Se alinearon las 470 secuencias del estudio con las matrices de secuencias de referencia de los

subtipos y de las de referencias de los CRFs. Se utilizé el programa de alineamiento de secuencia
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multiple ClustalW implementado en el software Mega X 10.2.2, donde también fueron luego
eliminados los residuos que ocasionaban aberturas o “gaps” en el alineamiento. Una vez
eliminados, obtuvimos un data set con 1197 nucleétidos en total, con el primer nucleétido

correspondiente a la posicion 2253 del genoma del VIH-1.

2.2. Andlisis Filogenético

Una vez depurado el alineamiento, con el mismo software, se construyeron arboles mediante el
método de distancias evolutivas Neighbor-Joining y el modelo evolutivo Tamura-Nei, utilizando
como medida de confianza el analisis por réplicas (300) de Bootstrap en donde se consideraron los
valores mayores a 70 como confiables o de buen soporte. Primero se construyo un arbol guia solo
de REF de subtipo para observar el correcto posicionamiento de todos los clados y posteriormente
se construyeron arboles de los CRFs, sin incluir las secuencias REF. Se construyd un arbol con
cada secuencia en estudio para determinar el subtipo y se registro el subtipo con el cual presentaban
mayor afinidad y buen soporte. Aquellas secuencias de un mismo subtipo se utilizaron en conjunto
para construir otro arbol, y si dicho clado presentaba buen soporte entonces las secuencias eran
clasificadas segun fuese el subtipo. Aquellas secuencias que no mostraron buen soporte dentro del
clado o que ocasionaron un cambio significativo en la filogenia del arbol, fueron luego agregadas
a otros arboles donde si se incluyeron las REF de los CRFs compuestas por los subtipos con los
cuales las secuencias tuvieron mayor afinidad. Después, con las secuencias que fueron asociadas
a un CRF, se construyeron arboles donde se incluyera solo ese CRF y las REF de los subtipos, con
el objetivo de confirmar su identificacion de CRF a aquellas que reflejaran en el arbol valores de
Bootstrap mayores a 70. Una vez todas las secuencias muestra fueron clasificadas, se construyeron

arboles grupales para cada subtipo y CRF identificado siguiendo los mismos parametros descritos
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anteriormente, donde se agruparon todas las secuencias de todos los paises muestreados que

correspondian a cada variante.

Anélisis de Recombinacion mediante REGA
Se realizd6 un analisis adicional con la herramienta de tipificacion de REGA en linea

(http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/job/63456604/) solo

con las secuencias que fueron identificadas como VIH-1 Subtipo B anteriormente mediante los
arboles filogenéticos individuales del programa Mega X 10.2.2 con el objetivo de solucionar
errores en la topologia del arbol dedicado a este subtipo. Mediante este nuevo analisis se utilizé el
Bootscan de cada secuencia para observar si presentaban regiones de recombinacion. Las 42
secuencias que demostraron ser recombinantes fueron entonces eliminadas del arbol del VIH-1
Subtipo By luego se agruparon en un mismo arbol ya que resultaron ser el mismo recombinante.
Para estas recombinantes no se realiz6 analisis de patrones de recombinacion en Simplot debido a
que no son afines a un CRF descrito con patrones de recombinacién que puedan ser confirmados

mediante este programa.

Analisis de Patrones de Recombinacion mediante Simplot

Las secuencias identificadas como CRF o URF fueron analizadas mediante la herramienta de
analisis por bootscan del programa Simplot version 3.5.1, donde se obtuvo de forma grafica la
composicién de cada secuencia por medio de comparaciones con cada REF utilizada para describir
cada subtipo del grupo M en la base de datos Los Alamos. Durante estos analisis se opto por 500
réplicas de Bootstrap como medida de soporte y los arboles Neighbor-Joining fueron construidos

con el modelo de distancia Kimura (de 2 parametros), con una ventana de corrida de 250 bp
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moviéndose a pasos de 10 bases. Con este programa se buscaba visualizar las posiciones en la
secuencia en las que ocurria la recombinacién y confirmar asi si concordaban con los patrones

descritos para el CRF respectivo.
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CAPITULO IlI:

RESULTADOS
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En este estudio analizamos muestras de secuencias de VIH-1 encontrados en seis paises de
Mesoamérica mediante el uso de andlisis filogenéticos realizados a 470 secuencias
correspondientes al gen pol. En la Figura 4 observamos los porcentajes de cada subtipo encontrado
del total de muestras (n=470) y los porcentajes de cada CRF encontrado segun el total de
recombinantes (n=89). En la Tabla 2 se muestran los subtipos puros y recombinantes encontrados

por pais.

3.1. Subtipos “Puros”

Se encontrd que el VIH-1 Subtipo B fue el mas prevalente (Figura 5) al ser el 69% del total de
muestras (n=324/470) similar a la mayoria de los paises estudiados representando en orden
descendente: 85.7% de las muestras de Nicaragua (n=18/21), 83.2% de Panama (n=94/113), 74.8%
de Guatemala (n=101/135), el 69.2% de México (n=74/107), el 62.5% de las muestras de Honduras
(n=35/56), con excepcion de ser minoria en Belice (n=2/38, 5.3%) (Tabla 2). Las muestras se
organizaron con la topologia correcta en el arbol filogenético en el clado del subtipo identificado

con una medida de confianza de Bootstrap de 71 (Figura 5).

Por otra parte, las muestras clasificadas como VIH-1 Subtipo C mostraron un valor de confianza
de Bootstrap de 99 cuando fueron agrupadas en un mismo arbol (Figura 6). Con esta confirmacion,
el subtipo C representd el 9.8% (n=46) del total de muestras, el segundo subtipo puro mas
observado. Mas de la mitad de las muestras del subtipo C provenian de Belice, quién le aportd el

58.7% (n=27) de su total.
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El resto de las secuencias fueron clasificadas como VIH-1 Subtipo G (0.85%, n=4) (Figura 7),
VIH-1 Subtipo F1 (0.64%, n=3) (Figura 8) y VIH-1 Subtipo D (0.64%, n=3) (Figura 9). Ademas,
los analisis filogenéticos realizados en el presente estudio permiten reportar por primera vez una
muestra del VIH-1 Subtipo A6 (0.21% del total de muestras, n=1) proveniente de Panama, con un

soporte alto de Bootstrap de 95 (Figura 10).

3.2. Recombinantes

Inicialmente se identificaron 366 secuencias como VIH-1 Subtipo B durante la construccion de
arboles individuales en el programa Mega X 10.2.2, sin embargo, al construirse un arbol del
subtipo con todas estas secuencias, la medida de soporte era muy baja y no se observaba la
topologia correcta del arbol. Debido a esto, se utilizd la herramienta de tipificacion de Rega para
la visualizacion del Bootscan de cada secuencia y se observO que 42 secuencias presentaban
recombinacion de regiones pertenecientes al VIH-1 Subtipo F1, por lo que fueron removidas del
arbol del VIH-1 Subtipo B. En la Figura 27.2 se observan 8 bootscans representativos de las 42
secuencias determinadas como recombinantes BF. Después de dicha eliminacién se construy6 con
las 324 secuencias restantes el arbol final para el VIH-1 Subtipo B el cual presenté una medida de
soporte de 71y la topologia correcta (Figura 5). Debido a que las 42 secuencias recombinantes no
mostraban afinidad por un CRF, no se realiz6 un analisis por Simplot, sino que fueron agrupadas
en un mismo arbol de recombinantes de VIH-1 Subtipo B y VIH-1 Subtipo F1 donde obtuvieron
una buena medida de soporte de 87 y topologia correcta (Figura 11) por lo que representan el 47%
(n=42/89) de las muestras recombinantes y el 8.9% (n=42/470) del total de muestras. Estas 42

secuencias son recombinantes Gnicos URF_BF.
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La Forma Recombinante Circulante (con patron de recombinacién especifico registrado en base
de datos Los Alamos) mas observada fue la VIH-1 CRF12 BF aportando el 3.4% (n=16/470) del
total estudiado, encontrada mayormente en Panama (n=9), México (n=4) y en los paises Nicaragua
(n=1), Honduras (n=1) y Guatemala (n=1). El arbol filogenético de esta variante mostro un soporte
de 84 (Figura 12). En la Figura 13 ademas, se observa como cada secuencia que fue clasificada
VIH-1 CRF12 BF estaba compuesta en esta region del genoma (gen pol) mediante la herramienta
del bootscaning del programa Simplot, demostrando que en efecto muestran un patron de

recombinacion descrito para el VIH-1 CRF12 BF.

Las demas secuencias recombinantes fueron identificadas como CRF18cpx (1.9%, n=9) (Figura
14), CRF02 AG (1.5%, n=7) (Figura 16), CRFO1 AE (0.64%, n=3) (Figura 18), CRF19cpx (0.64%,
n=3) (Figura 20), CRF20 BG (0.21%, n=1) (Figura 22) y CRF62 BC (0.21%, n=1) (Figura 24).
Estas secuencias también se analizaron mediante la herramienta Bootscan y se puede observar los
resultados donde se demuestra que presentan los patrones de recombinacién correspondientes en
las Figuras 15, 17, 19, 21, 23, y 25 para CRF 18cpx, CRF 02AG, CRF 01AE, CRF 19cpx, CRF

20BG y CRF 62BC, respectivamente.
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Figura 4. Clasificacion final en porcentajes de las muestras analizadas. A. Porcentajes en base al

total de muestras (n=470) B. Porcentajes en base al total de recombinantes (n=89).
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Tabla 2. Resultados finales de la clasificacion por subtipo y CRF de cada muestra analizada. Los

porcentajes estan basados en el total de muestras (n=470).

NI BZ GU HO PA

(n=21) (n=38) (n=135) (n=56) (n=113) Total
Subtipos puros
A6 0 0 0 0 0 1(0.21%)  1(0.21%)
B 18(3.8%)  74(15.7%)  2(0.42%) 101(21.5%)  35(7.4%) 94(20%) 324 (69%)
C 1(0.21%)  4(0.85%)  27(5.7%)  12(2.6%)  1(0.21%)  1(0.21%)  46(9.8%)
D 0 0 0  3(0.64%) 0 0  3(0.64%)
F1 0  1(0.21%)  1(0.21%) 0 0  1(0.21%)  3(0.64%)
G 0  4(0.85%) 0 0 0 0  4(0.85%)
Total 19 - 30 116 36 97 381
Recombinantes
BF1 1(0.21%)  15(3.2%) 0 5(1.1%)  17(3.6%)  4(0.85%)  42(8.9%)
CRFO1 A 0 2(0.42%) 0 0 0  1(0.21%)  3(0.64%)
CRF02 AG 0 0 0 6(1.3%)  1(0.21%) 0  7(1.5%)
CRF12 BF 1(0.21%)  4(0.85%) 0  1(0.21%)  1(0.21%) 9(1.9%)  16(3.4%)
CRF18 cpx 0 1(0.21%)  4(0.85%)  4(0.85%) 0 0 9(1.9%)
CRF19 cpx 0 0 0 2(0.42%) 0  1(0.21%)  3(0.64%)
CRF20 BG 0  1(0.21%) 0 0 0 0  1(0.21%)
CRF62 BC 0 0  1(0.21%) 0 0 0  1(0.21%)
URFs 0 1(0.21%)  3(0.64%)  1(0.21%)  1(0.21%)  1(0.21%)  7(1.5%)
Total 8 19 20 16 89

‘I

Nota: NI, Nicaragua; MX, México; BZ, Belice; GU, Guatemala; HO, Honduras; PA, Panama.

45



VIH-1Subtipo B
NI
5.6%

PA
28.6% NI
MX |
23.0%

71
—[~|VIH-1 Subtipo B

BZ
0.6% HO

Ho PA

10.9%
GU

31.4%

87

a CPZs

2 CPZs

68 I
s el 7755
2 orzs

0.080

Figura 5. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas

como VIH-1 Subtipo B. Medida de confianza de 71. Los porcentajes estan basados en el total de

muestras para este subtipo (n=324).
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Figura 6. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
como VIH-1 Subtipo C. Paises en los que se encontr6 muestras VIH-1 Subtipo C: Nicaragua
(amarillo), México (verde oscuro), Belice (lila), Guatemala (verde claro), Honduras (celeste) v,

Panama (rosado). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este subtipo (n=46).
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Figura 7. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas

como VIH-1 Subtipo G. Paises en los que se encontré muestras del VIH-1 Subtipo G: México

(verde oscuro). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este subtipo (n=4).
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Figura 8. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
como VIH-1 Subtipo F1. Paises en los que se encontrd muestras del VIH-1 Subtipo F1: México
(verde oscuro), Belice (lila) y, Panama (rosado). Los porcentajes estan basados en el total de

muestras para este subtipo (n=3).
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Figura 9. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
como VIH-1 Subtipo D. Paises en los que se encontro muestras del VIH-1 Subtipo D: Guatemala

(verde claro). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este subtipo (n=3).
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Figura 11. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas

como recombinante BF1. Nivel de confianza de 87. Paises en los que se encontrd6 muestras BF1.:

Nicaragua (amarillo), México (verde oscuro), Guatemala (verde claro), Honduras (celeste) vy,

Panama (rosado). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este recombinante

(n=42).
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Figura 12. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
como CRF12. Paises en los que se encontré muestras CRF12: Nicaragua (amarillo), México (verde
oscuro), Guatemala (verde claro), Honduras (celeste) y, Panaméa (rosado). Los porcentajes estan

basados en el total de muestras para este recombinante (n=16).

53



CRF12_BF  poference strain: ARMAISS  Subtypes: B, F1 REF ARMA159 .. oo
s S 49
G ——
R o 1R SR
[0 s | el | L il
.-
2014.NI.M.HO. BFl N234
;‘JJ“’ 7
| ,: /
|
|

." rﬂ \ j gl
\/ |

):‘}—

%%%L\““ s NS

L0 '\&\744\ :
e e e e T e e e e e e e . "" . —: \o

201 D 12B E1l
013 MXOF CR~5=---~M-»-=5-'-\~/'~'~-“L-’~!<--«"-'«-997 2014PA3967
- i Il \
= w:rs )
e
f ey .'
M A1) ‘“\ ?
f /\

Figura 13.1. Analisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como
CRF12_BF. En la primera fila se observa el patron de recombinacién descrito para el CRF12_BF

y el bootscan de una muestra de referencia. En las demaés filas se observa el bootscan de cada

muestra analizada.
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Figura 13.2. Analisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como
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Figura 14. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas

como CRF18 cpx. Paises con este recombinante: México (verde oscuro), Belice (lila) v,

Guatemala (verde claro). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este

recombinante (n=9).
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Figura 15.1. Anélisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como

CRF18_cpx, mostrando similar patron de recombinacion.
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Figura 15.2. Analisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como

CRF18_cpx, mostrando similar patron de recombinacion.
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Figura 16. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas

como CRF02_AG. Paises en los que se encontr6 muestras CRF02_AG: Guatemala (verde claro)

y Honduras (celeste). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este recombinante

(n=7).

59



CRFO2_AG

—2310-238
275

REF IbNG

Reference strain: IbNG Subtypes: A, G peze g s

2013.GU.GU.CRF02_AG.M.HE.G1078 : = ‘/MM“A“ e

PETREET R C taw few Ln mW oAD iwa 2 151 TR

2015.GU.GU.CRF_02AG.F.HE.G1558

Figura 17. Anélisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como

CRF02_AG, mostrando un patron de recombinacion similar entre las secuencias.
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Figura 18. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
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recombinante (n=3).
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Figura 19. Analisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como

CRFO1_AE.
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(rosado). Los porcentajes estan basados en el total de muestras para este recombinante (n=3).
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Figura 21. Analisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como

CRFO019_cpx.
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Figura 22. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas

como CRF20 BG Paises en los que se encontr6 muestras CRF20 BG: México (verde oscuro). Los

porcentajes estan basados en el total de muestras para este recombinante (n=1).
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Figura 24. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
como CRF62_BC. Paises en los que se encontr6 muestras CRF62: Belice (lila). Los porcentajes

estan basados en el total de muestras para este recombinante (n=1).
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Figura 25. Analisis por Bootscan del programa Simplot de las secuencias identificadas como

CRF62_BC.
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Por ultimo, con excepcion de Nicaragua, se encontro adicional a las BF una forma Unica circulante
(URF) en cada pais estudiado, conformando el 1.5% (n=7) del total de muestras (\Ver patrones de
recombinacion en la Figura 27). En la Figura 26 se agruparon estas secuencias unicas en un mismo
arbol y se observa cdmo no presentan un soporte aceptable para los subtipos puros, a excepcion de
la secuencia 2014.BZ.BE.BC.F.HE.B092, la cual de forma individual con las secuencias de
referencia de subtipos puros cambia la topologia del arbol, por lo que no puede ser considerada

VIH-1 Subtipo C.

La secuencia 2014.MX.BC.BD.M.HE.E1688 presenta buen soporte para el subtipo B entre los
puntos 2549 a 2742 y de 2895 a 3282; mientras que del punto 2253 al 2548, del 2742 al 2894 y
del 3283 hacia el final de la regidn estudiada, el soporte es bajo en donde probablemente se did
recombinacion. La secuencia 2014.BZ.BE.BC.F.HE.B092 presenta recombinacién de los subtipos
B y C, del punto de inicio 2253 al 2424 existe alto soporte para el subtipo B y del punto 2913 al
3224 existe soporte para el subtipo C; sin embargo, las regiones del punto 2425 al 2912 y el punto
3225 al final de la region estudiada no presenta soporte para un subtipo definitivo, donde puede
haber mas recombinacion. La secuencia 2014.GU.GU.A1.M.BI.G1324 presenta soporte para el
subtipo A en los puntos de 2385 a 2460, de 2674 a 3049 y de 3311 hasta el final de la secuencia
estudiada (3450); sin embargo, el soporte es bajo para los espacios restantes entre estos puntos,
dejando  espacio  para  recombinacibn con  otros  subtipos. La  secuencia
2013.HO.SM.A1.F.HE.H0250 presenta soporte en la mayoria de su secuencia para el subtipo A
del punto 2719 al 3030 y del 3098 al final de la region estudiada; sin embargo, del punto 2253 al

2718 se observa claramente que otros subtipos estan involucrados, pero ninguno muestra soporte
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que defina esta region y del punto 3031 al 3097 el soporte es bajo para el subtipo A, donde también
puede haber recombinacion. La secuencia 2016.PA.4635 es en su gran mayoria una clara
recombinacion de subtipos, probablemente en su mayoria de B; sin embargo, este subtipo no
presenta suficiente soporte ni ningun otro hasta llegada la posicion 3086 a la 3140 que podemos
clasificar como perteneciente a B y brevemente otra vez en un solo punto (3260), también de

soporte alto para el subtipo B.

La secuencia 2013.BZ.BE.BC.F.HE.B028 presenta recombinacion BC con soporte alto para el
subtipo C de la posicion 2384 a la 2487 y para el subtipo B de la 2880 al final de la region estudiada
(con breves pérdidas de soporte alrededor del punto 2964), lo que deja la regién entre el punto
2488 al 2879 como probable area de recombinacidn, posiblemente entre estos mismos subtipos.
Por ultimo, la secuencia 2014.BZ.OW.BC.F.HE.B113 solo presenta una breve parte de su
secuencia con soporte para el subtipo C del punto 3294 al 2498, el resto de la secuencia se
interpreta como recombinante hasta el punto 3009 donde se observa soporte alto para el subtipo B

hasta terminada la regién estudiada.
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Figura 26. Arbol Filogenético Neighbor-Joining del gen pol de VIH-1 de secuencias identificadas
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porcentajes estan basados en el total de muestras identificadas como URF (n=7).
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CAPITULO IV:

DISCUSION
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4.1. Subtipos “Puros”

El objetivo principal de este trabajo de tesis es identificar 470 secuencias del gen pol de VIH-1
provenientes de seis paises de Mesoamérica (Nicaragua, México, Belice, Guatemala, Honduras y
Panama) obtenidas entre 2011 a 2016, mediante el uso de herramientas bioinformaticas como lo
son los analisis filogenéticos y el andlisis de patrones de recombinacion en el caso de las variantes

recombinantes.

Se identificd al 69% (n=324) del total de las muestras analizadas (n=470) como VIH-1 Subtipo B.
Este subtipo se constituye en la forma mas predominante de la cohorte, en concordancia con los
datos epidemioldgicos reportados para la region Mesoamericana (Ahumada-Ruiz et al., 2009;
Candal et al., 1997; Elangovan et al., 2021; Hemelaar et al., 2019; Mendoza et al., 2018; Mendoza,
Martinez, et al., 2014; Murillo et al., 2013). Cabe destacar que, en este trabajo de tesis, en Belice
(n=38) el subtipo B no fue el mas predominante ya que solo dos de sus secuencias son de este

subtipo (Murillo et al., 2013).

Por otra parte, aunque el VIH-1 Subtipo C fue el segundo subtipo puro mas prevalente. Su
prevalencia fue mucho menor (9.8%, n=46/470) a la del VIH-1 Subtipo B, ya que en la mayoria
de los paises de este estudio se identificd en muy bajas proporciones, de forma similar a estudios
anteriores donde este subtipo solo se reporté en una secuencia dentro de cada cohorte (Lloyd et
al., 2008; Mendoza, Bello, et al., 2014). Sin embargo, Belice nuevamente contrasta porque la
mayoria de sus secuencias (90%, n=27/30) fueron identificadas como VIH-1 Subtipo C,

proporcionando un 58.7% de las secuencias identificadas como este subtipo. Cabe destacar que en
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el arbol filogenético del VIH-1 Subtipo C observamos un agrupamiento de secuencias segun el
territorio del cual provenian, de forma que la mitad de las secuencias provenientes de Belice
formaron un clado propio separado de las demas secuencias. Considerando que los resultados de
Belice demostraron una dinamica opuesta a la de los demas paises de la region y dada la escasez
de estudios filogenéticos de este pais, seria de interés que se realizara un estudio enfocado a este
pais con un mayor numero de muestras para comprender mejor la situacion epidemiologica del

virus.

Los VIH-1 Subtipo B y VIH-1 Subtipo C no solo fueron los méas prevalentes, sino que, ademas,
fueron registrados en este trabajo como los mas dispersos, ambos identificados con al menos una
secuencia en cada uno de los seis paises estudiados. Sin embargo, la prevalencia disminuye
considerablemente, con el tercer subtipo puro mas observado, ya que el VIH-1 Subtipo G (n=4)
solo fue identificado en el 0.85% del total de secuencias (n=470). Estas secuencias ademas solo
provenian de México, lo que concuerda con la ausencia de reportes para este subtipo en otros
estudios de la regién mesoamericana. Asi mismo, el VIH-1 Subtipo F1 (n=3) solo es el 0.64% del
total de secuencias y es el tercer subtipo puro mas disperso de este trabajo al reportar una secuencia
en tres paises: Belice, México y Panama. El VIH-1 Subtipo F1 solo se ha reportado previamente
para Panama, posiblemente proveniente de Brasil (Mendoza, Bello, et al., 2014). Dentro del arbol
del VIH-1 Subtipo F1 se observa ademas que las secuencias de Panama y Belice presentan una
muy alta afinidad, lo que podria inferir una relacién estrecha entre estas secuencias, aunque un
estudio filogenético con secuencias provenientes de Sur América seria necesario para corroborar
esta observacién. Para mejorar nuestra comprension sobre los factores que influyen en la evolucion

del virus, seria de interés mantener un seguimiento del VIH-1 Subtipo F1 el cual esta disminuyendo
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su prevalencia, siendo reemplazado por posibles nuevas recombinantes BF que surgen al

interactuar con el VIH-1 Subtipo B (Souza et al., 2019a).

El VIH-1 Subtipo D (n=3) también demuestra una baja prevalencia con solo un 0.64% al total de
secuencias, con una menor distribucion al identificarse en secuencias provenientes solo de
Guatemala. Esto demuestra un aumento en la diversidad del virus en Guatemala ya que para este
pais no se encontraron reportes anteriores de este subtipo. Ademas, podria inferir un aumento en
el intercambio de secuencias con su pais vecino México, de donde si existe reporte del subtipo

(Guerra-Palomares et al., 2016).

Por ultimo, los analisis filogenéticos lograron evidenciar la existencia de una secuencia
identificada como sub-subtipo A6, proveniente de Panama. Si bien existen reportes del VIH-1
Subtipo A en Mesoamérica, este resultado fue inesperado al ser el primer reporte de la variante A6
en la region mesoamericana, hasta el momento prevalece en el territorio ruso (Kirichenko et al.,
2020; Lara et al., 1997). De estos resultados se puede concluir que a excepcion del VIH-1 Subtipo

B, la prevalencia de secuencias no recombinantes es baja.

4.2. Recombinantes

Una porcion considerable de 42 secuencias fue identificada como VIH-1 BF, también conocido
como el recombinante dual mas frecuente del VIH-1, producto del subtipo VIH-1 Subtipo B y el
VIH-1 Subtipo F1, identificado en varios paises de Sudamérica, principalmente Brasil donde se le

reconoce como el tipo de recombinante mas comun (Delgado et al., 2010; Souza et al., 2019a).
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Asi mismo, también se le han reportado recombinantes VIH-1 BF en estudios de Mesoamérica
(Ahumada-Ruiz et al., 2009; Mendoza, Bello, et al., 2014; Vazquez-Valls et al., 2010). El
recombinante VIH-1 BF represento en este estudio el 8.9% (n=42/470) del total de secuencias y el
47% del grupo de secuencias recombinantes (n=42/89), lo que le convierte en el recombinante mas
prevalente del estudio, ademas su alta dispersion al identificarse en secuencias provenientes de
cinco de los paises estudiados (Nicaragua, México, Guatemala, Honduras y Panama). Sin embargo,
se debe notar que en este estudio esta variante fue identificada mayormente en secuencias
provenientes de Honduras (n=17) y México (n=15), mientras que en los demas paises no fue tan
prevalente presentando solo 5 secuencias provenientes de Guatemala y 4 de Panama, una de
Nicaragua y ninguna de Belice. La falta de esta recombinante en Belice puede interpretarse como
una consecuencia de la baja circulacion de los subtipos parentales de este recombinante que hemos
observado en los resultados de este analisis, considerando que solo se identificaron dos secuencias
del VIH-1 Subtipo B y una del VIH-1 Subtipo F1. Aun asi, las secuencias VIH-1 BF resultaron

ser el recombinante mas distribuido al encontrarse en cinco de los seis paises estudiados.

Dentro de las formas recombinantes circulantes registradas en la base de datos Los Alamos
(denominadas como CRFs), se observa que en este estudio el CRF12_BF fue el mas prevalente,
en adicién a ser el CRF mas disperso al identificarse en secuencias provenientes de cinco de los
paises estudiados (Nicaragua, México, Guatemala Honduras y Panama). Este CRF cuenta con
reportes anteriores en Panama, sin embargo no se encontrd reportes de los demas paises del estudio
(Ahumada-Ruiz et al., 2009; Mendoza, Bello, et al., 2014). Ademas, en el arbol filogenético del
CRF12_BF se denota una agrupacion clara de todas las secuencias de Panama formando un clado

individual del pais con excepcién de la secuencia 2014.PA.3967 que resulto aislada, lo que nos

78



sugiere que estas secuencias posiblemente desciendan de una misma introduccién en comun. Dado
que el andlisis solo fue de la region pol en vez del genoma completo, se dificulté la determinacion
certera de secuencias recombinantes que demostraron alta afinidad a las REF del VIH-1
CRF12_BF; sin embargo, se conto con la suficiente informacion para identificar a la mayoria de

las secuencias en el estudio con precision.

La dispersion de cada variante depende de diversos y complejos factores que pueden ser tanto
socioecondémicos (migracion, nivel economico, capacidad para viajar, entre otros) como
bioldgicos, refiriendonos con este Gltimo a diferencias entre las caracteristicas del huésped, su
ambiente y entre los subtipos y sus capacidades de transmision y patogenicidad (Hemelaar, 2012;
Sharp & Hahn, 2011). Tomando en cuenta el impacto de estos factores se entiende por qué el
CRF18_cpx, tercer recombinante mas prevalente, fue observado en tres paises que resultan ser
vecinos directos entre si: Guatemala, Belice y México, este ultimo con reportes del mismo en
estudios previos (Guerra-Palomares et al., 2016; Hernandez-Sanchez et al., 2018). Dadas estas
circunstancias donde las poblaciones se relacionan fisica y socialmente, con barreras menores se
incrementa la probabilidad de transmision entre ellas. Por otro lado, los paises Guatemala y
Honduras exhibieron un comportamiento repetido de agrupamiento en cada arbol construido donde
se incluyeran muestras de ambos paises, donde el mejor ejemplo se observa en la figura del arbol
del CRF02_AG, demostrando lo que se puede interpretar como un intercambio continuo de
variantes entre los dos territorios; lo que es de esperarse considerando la cercania entre ambos
paises. Sin embargo, se requeriria de un estudio mas detallado con un tamafio de muestra mayor
para definir con certeza la validez de esta posible relacion. Entre los CRFs menos prevalentes se

observa que el CRF01_AE solo representd 0.64% del total de muestras, dos en México y uno en
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Panama, asi como el CRF19 cpx con dos en Guatemala y uno en Panama. Sin embargo, los
recombinantes CRF20_BG y CRF62_BC demostraron la menor prevalencia aportando tan solo el

0.21% (n=1/470) del total de las secuencias.

El estudio filodinamico del virus nos proveera de la informacién necesaria para entender como la
epidemia ha evolucionado con el tiempo y determinar su efecto sobre los esquemas de tratamientos
antirretrovirales recomendados por cada pais y la efectividad de las estrategias de prevencion
(Hemelaar et al., 2019; Volz et al., 2013). La clasificacion de las secuencias analizadas demostrd
una distribucion y diversidad de los subtipos de VIH-1 y sus variantes con dinamicas distintas
entre los paises involucrados. Los paises México, Guatemala y Panama presentaron mayor
diversidad de CRFs, siendo identificados al menos cuatro CRFs distintos dentro de sus secuencias,
a diferencia de los otros paises Nicaragua, Belice y Honduras donde se encontraron tres 0 menos
CRFs distintos en cada pais. Asi mismo, los paises México, Guatemala, Panaméa también lideraron
en cuanto a la prevalencia de secuencias identificados como CRF al aportar cada uno 25, 20y 18
muestras de tipo recombinantes, respectivamente; mientras que Nicaragua, Honduras y Belice
presentaron la menor cantidad de secuencias recombinantes, con solo 2, 2 y 6, respectivamente.
Considerando lo anterior, ain cuando Belice se encuentra entre los paises con menor prevalencia
y diversidad de formas recombinantes, fue el Unico pais que aporté mas de una forma Unica
circulante (URF) al estudio (n=3/7), mientras los paises México, Guatemala, Honduras y Panama
solo presentaron una secuencia cada uno y Nicaragua ninguno. Nuestro estudio contribuye a una
mejor comprension de la diversidad genética de las variantes que circulan en la region

mesoamericana.
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Existen diversas diferencias entre subtipos, de forma que cada uno presenta sus propias
implicaciones a la hora de su diagnostico y tratamiento (Gaschen et al., 2002; Parczewski et al.,
2021; Santoro & Perno, 2013). Por ejemplo, el VIH-1 Subtipo D esta asociado a un mayor indice
de mortalidad (en comparacion a los VIH-1 Subtipo A y VIH-1 Subtipo C) debido a que los
individuos infectados con este subtipo presentan una mayor rapidez en la disminucion de células
CD4 (Bousheri et al., 2009; Parczewski et al., 2021). Ademas, las mutaciones de resistencia a los
antirretrovirales varian en namero y frecuencia entre los distintos subtipos (Donald S. Burke,
1997). EI VIH-1 Subtipo C, ademas de ser otro de los subtipos mas agresivos durante la progresion
de la enfermedad en comparaciéon a los demas subtipos, presenta polimorfismos con mayor
prevalencia de resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidicos, una de las
clases de antirretrovirales mas cominmente utilizadas, especialmente en paises de bajos recursos,
de forma que un aumento en la transmision de estas mutaciones representa un riesgo para el
efectivo manejo de la enfermedad (Flys et al., 2006; Johnson et al., 2005; Sebastido et al., 2020).
Por consiguiente, la identificacién y monitoreo constante de las variantes que circulan es de suma
importancia para la correcta administracion de terapias y mejorar asi las estrategias a utilizar segun
sea el caso de la variante (Ross et al., 2001; Sebastido et al., 2020). Actualmente se esta observando
un aumento de diversidad a nivel global con la introduccion de nuevas variantes en territorios que
solian presentar una circulacion mas homogénea, por lo que es necesario mejorar nuestra
comprension sobre como esto influye en el disefio y desarrollo de vacunas, y en las estrategias de

terapia antirretroviral (Parczewski et al., 2021; Santoro & Perno, 2013).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES &

RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

La mayoria de las secuencias analizadas fueron clasificadas como VIH-1 Subtipo B. Belice destaco
entre los demas paises por presentar una dindmica distinta a los demas paises de la region estudiada
en cuanto a los subtipos y recombinantes predominantes y los menos predominantes, asi como en
un mayor aporte de URFs. Los recombinantes URF_BF1y CRF12_BF fueron los mas prevalentes,

encontrados en casi todos los paises con excepcion de Belice.

Aunque la mayoria de las secuencias fueron identificadas como VIH-1 Subtipo B, el incremento
en diversidad a través de la introduccién de secuencias no B debe tomarse con precaucion para
efectos de la salud pablica; por esta razdn, sigue siendo de alta importancia mantener un monitoreo

epidemiolégico constante y de esta manera seguir la evolucién del VIH en el territorio.
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RECOMENDACIONES

En cada pais circulan subtipos puros y formas recombinantes distintas con tendencias
propias de cada territorio. La probabilidad de un incremento de la introduccion de variantes
es alta y una amenaza constante a la salud publica, es necesario continuar el monitoreo de
la diversidad presente en cada pais, especialmente a medida que aumenta el ingreso de
extranjeros y, por tanto, posibles nuevas variantes previamente no registradas. Con esto se
busca evitar que la situacién epidemioldgica tome mayor complejidad debido a una mayor

diversidad.

Realizar un estudio enfocado al territorio de Belice, un pais del que se tiene poca
informacidn debido a la escasez de estudios filogenéticos sobre el VIH-1 y el cual ha
demostrado en este trabajo una dinamica epidemioldgica distinta a la que comparten los

demas paises en este estudio, aun siendo parte de la misma region.

Considerar utilizar el genoma completo para los analisis filogenéticos siempre que sea
posible para asi contar con la mayor cantidad de informacion genetica y obtener una

identificacion de la variante més precisa.

Aumentar la educacidn respecto a las practicas sexuales seguras para evitar la propagacion,
asi como instaurar la normalizacion de exdmenes rutinarios en beneficio de la deteccion

temprana y el monitoreo actualizado.
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