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1. RESUMEN

Las asociaciones entre los alelos HLA de clase | y la progresién a la enfermedad por el VIH-1 en poblaciones que
exhiben una mezcla genética de componentes caucdsicos y amerindios han sido poco estudiadas. Utilizando
analisis univariable y multivariable, evaluamos las asociaciones HLA en relacién con 5 pardmetros clinicos de
VIH de interés para la progresién a la enfermedad en 3,213 individuos infectados por VIH-1 subtipo B virgenes
a tratamiento antirretroviral de la regién Mesoamericana (México y 6 paises de Centroamérica, cohorte
MEX/CAM). Una cohorte de referencia canadiense (HOMER) que exhibe alelos HLA principalmente caucésicos
se us6 para comparacion. Como se esperaba, las frecuencias de los alelos HLA entre la cohorte MEX/CAM vy la
cohorte HOMER difirieron marcadamente. En la cohorte MEX/CAM, 51 alelos HLA (13 en HLA-A, 24 en HLA-By
14 en HLA-C) se asociaron significativamente con al menos un pardmetro clinico. Estos incluyeron a los alelos
previamente descritos asociados a la proteccién (por ejemplo, B*27:05, B*57:01/02/03 y B*58:01) y al riesgo
(por ejemplo, B*35:02), asi como otras nuevos alelos que no se habian asociado al control del VIH (por ejemplo,
A*03:01, B¥15:39 y B*39:02 identificados como protectores, y A*68:03/05, B*15:30, B*35:12/14, B*39:01/06,
B*39:05~C*07:02 y B*40:01~C*03:04 identificados como de riesgo). Notablemente, tanto subtipos protectores
(por ejemplo, B*39:02) como los de riesgo (por ejemplo, B*39:01/05/06) se identificaron dentro del grupo
alélico frecuente y genéticamente diverso expresado en poblaciones amerindias HLA-B*39. Si bien las
asociaciones HLA-VIH identificadas por separado en las cohortes MEX y CAM fueron en general similares (rho
de Spearman = 0.334, p=0.03), también se observaron asociaciones HLA-VIH especificas de cada regidn.
Encontramos evidencias de que el estado de la enfermedad a nivel individuo es probablemente el resultado del
haplotipo HLA completo de cada individuo en lugar de un efecto dominante de un Unico alelo HLA protector o
de riesgo (efecto aditivo HLA). La previa observacién de que el efecto negativo del grupo B*35 se debe
Unicamente a los alelos PX no estd soportada por los andlisis en la presente cohorte mestiza, ya que el grupo PY
también se asocié significativamente con la progresién a la enfermedad. En virtud de su similitud con otros
miembros del grupo PX, B*35:12 representa un nuevo miembro putativo del grupo PX asociado al riesgo de
progresion a la enfermedad por VIH. Hemos descrito 7 posibles epitopos no dptimos de la proteina viral Nef
restringidos por los subtipos B*39:05 y B*39:06 cuyos motivos de reconocimiento se pudieron dilucidar gracias
a la prediccidn de epitopos virtuales predichos para otros subtipos de B*39. Al utilizar una estrategia optimizada
de busqueda de respuestas de CTLs (EliSpot IFNy utilizando pools de péptidos de todo el proteoma de VIH), la
deteccion de respuestas generales de CTLs identificd una amplitud sin precedente en la distribucién de péptidos

con probable reconocimiento, siendo las proteinas de Gag, las proteinas accesorias y Nef las mayormente
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reconocidas. La identificacién de tanto asociaciones HLA-VIH candnicas como novedosas proporciona el primer
paso hacia una mejor comprensién del control inmune del VIH en poblaciones mestizas que exhiben un contexto
inmunogenético Unico y que han sido poco estudiadas. En conclusion, los resultados de nuestro estudio son
relevantes para la Ultima busqueda de vacunas efectivas contra el VIH, ya sean profilacticas o terapéuticas,
globales o adaptadas geograficamente. En particular, la caracterizacién detallada (y monitorizacién continua)
de las asociaciones HLA con los pardmetros clinicos de VIH en poblaciones humanas étnicamente diversas
afectadas por la epidemia de VIH puede ayudar a informar el disefio y la construccién de vacunas basadas en
epitopos de CTLs, para predecir la cobertura poblacional relativa de tales construcciones de vacunas, y en Ultima
instancia, ayudar en la interpretacién de los resultados de futuros ensayos de vacunas contra el VIH en un

contexto inmunogenético tan particular como nuestra poblacién de estudio.
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2. INTRODUCCION

2.1 Panorama mundial de la epidemia de VIH/SIDA

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es el agente etiolégico detras de la epidemia mundial del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Desde que se identificé el VIH por primera vez a principios de
la década de los 1980, aproximadamente 76.1 millones de personas se han infectado por el virus, lo que provocd
que 35 millones de muertes®. En el 2016, un estimado de 36.7 millones de personas vivian con VIH®. La regién
de Africa subsahariana, especialmente Africa oriental y del sur, tiene el mayor nimero de personas infectadas
por el VIH (43%)". La epidemia mundial de la infeccién por VIH ha cambiado notablemente como resultado de
la ampliacién del acceso a la terapia antirretroviral (TAR o ART, por sus siglas en inglés), en junio del 2017, 20.9
millones de personas tenian acceso a TAR en comparacion a los 17.1 millones de personas en 2015 y los 7.7
millones en 2010. La prevalencia mundial del VIH ha aumentado de 31 millones en 2002 a 36.7 millones en 2016,
porque las personas que reciben TAR viven mas tiempo?, mientras que la incidencia mundial ha disminuido de
3.3 millones en 2002 a 1.8 millones en 2016". La reduccién de la incidencia mundial de VIH se debe en gran
medida a la reduccidn de la transmisidon heterosexual. Las actitudes punitivas hacia las personas que se inyectan
drogas (especialmente en Europa oriental) restringen la implementacién del tratamiento de sustitucion de
opioides y los programas de jeringas y agujas, que son estrategias de prevencidn efectivas para la reduccién de
la transmision del VIH>. En regiones donde la principal via de transmision ocurre entre hombres que tienen sexo
con hombres (HSH, por ejemplo, Europa occidental y central, y en América), la incidencia es estable a pesar de
la alta cobertura de TAR (58%) en 2016. Los impulsores de la epidemia de VIH en HSH son complejos e incluyen
comportamientos de riesgo crecientes desde la introduccién de un TAR eficaz (un fendmeno denominado
optimismo terapéutico®), alto riesgo de transmision sexual anal receptiva, redes sexuales y la restriccién a
servicios de seguridad social regidos por el estigma y discriminacién’. Las nuevas infecciones por VIH en nifios
descendieron un 47% desde 2010, desde 300 mil (230-370 mil) en 2010 hasta 160 mil (100-220 mil) en 2016,
debido al mayor acceso a antirretrovirales para prevenir la transmisidn vertical de madre a hijo. Sin embargo, el
acceso a TAR es mucho mds bajo en nifios que en adultos®. El VIH es uno de los principales contribuyentes a la
carga mundial de la morbilidad. En 2010, el VIH fue la causa principal de afios vida ajustados por discapacidad
en todo el mundo para las personas de 30 a 44 afios, y la quinta causa principal para todas las edades®. Las
muertes globales relacionadas con el SIDA alcanzaron un maximo de 2.3 millones en 2005 y disminuyeron a un
millén (estimado 830,000-1.2 millones) en 2016. Aproximadamente, el 50% de todas las muertes en personas

bajo TAR en paises de alto ingreso no se debe al SIDA’. Las causas principales de las muertes no relacionadas
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con el SIDA fueron los cancer que no definitorios de SIDA (23.5%), las enfermedades cardiovasculares (15.7%) y
las enfermedades hepaticas (14.1%)’. Las personas que viven con VIH tienen un 50% mas de riesgo de infarto
de miocardio que las personas sin VIH después del ajuste por factores de riesgo cardiovascular®. La enfermedad
hepatica es comun principalmete debido a la coinfeccidén con hepatitis B y C, que comparten rutas similares de
transmision con VIH.

La tuberculosis sigue siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en paises de bajos y medianos
ingresos (especialmente en Africa'®), representando alrededor de una de cada tres muertes relacionadas con el
SIDA. En 2015, se estimd que hubo 10.4 millones de casos de tuberculosis en el mundo, incluyendo 1.2 millones
(11%) entre las personas que viven con VIH. Los hallazgos de un estudio realizado en Sudafrica'’ en la era
anterior de la terapia antirretroviral mostraron que la tuberculosis se duplicé en un afio después de la infeccién
por VIH, luego la incidencia aumenté a medida que disminuyd la inmunidad y alcanzd una incidencia muy alta
de 25.7 por cada 100 afios-persona en pacientes con conteos de CD4 inferiores a 50 céIs/ullz. Las muertes
relacionadas con la tuberculosis entre las personas que viven con VIH disminuyeron en un 33% entre 2005 y
2015%. Sin embargo, el 57% de los casos de tuberculosis entre las personas que viven con VIH no fueron
diagnosticados ni tratados, lo que resulté en 390,000 muertes relacionadas con la tuberculosis y VIH en el 2015,
Aunque la terapia antirretroviral (TAR o ART, por sus siglas en inglés) ha transformado el manejo y pronéstico
de la infeccion trayendo una gran esperanza para las personas que viven con VIH, solo un 57% de las personas
que viven con VIH tienen acceso a la TAR'. Dada la magnitud y el caracter global que ha tomado la epidemia de
VIH/SIDA, el interés y el destino de recursos para el estudio del virus ha sido enorme. A finales del 2016, se
disponia de 19.1 mil millones de ddlares para la respuesta al SIDA en paises de bajo y mediano ingreso. Los
recursos nacionales constituyeron el 57% de los recursos totales para el VIH en los paises de ingresos bajos y
medianos en 2016. ONUSIDA estima que se necesitaran 26.2 mil millones de délares para la respuesta al SIDA
en 2020, y se necesitaran 23.9 mil millones de délares en 2030*. Sin embargo, atin con todo el esfuerzo realizado
en el estendimiento de la virologia e inmunopatogénesis de este patégeno, una estrategia factible que pueda
solucionar el problema mundial del VIH/SIDA se encuentra todavia lejos. El Unico ensayo clinico avanzado de
una vacuna candidata para el VIH que ha tenido una eficacia modesta (31.2%) representa un gran aliento e
inyectd confianzay certidumbre en la bisqueda una vacuna contra el VIH'?. Mas aun, la gran diversidad genética
y la capacidad adaptativa caracteristicas del virus, aunadas a una notable variabilidad y complejidad de la
respuesta inmune en las diferentes poblaciones del mundo, representan un reto enorme para el desarrollo de
una vacuna efectiva contra el virus. Profundizar en el conocimiento de la replicacién del VIH, en las multiples

interacciones de los componentes virales con la maquinaria molecular de la célula hospedera y en las
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caracteristicas particulares de la compleja inmunopatogénesis viral, asi como en la identificacion de las
respuestas inmunes efectivas para el control del virus podria llevar finalmente a la elucidacién de estrategias
utiles de control retroviral. Adicionalmente, estudios comparativos enfocados a diferentes poblaciones
infectadas serdn necesarias para obtener un panorama mas completo de la capacidad de adaptacidn del virus a
diversas poblaciones humanas y sus posibilidades de evolucién a nivel poblacional, llevando una posibilidad mas

real de desarrollar una vacuna candidata efectiva para el control de la epidemia de VIH/SIDA.

2.1.1 Las muertes relacionadas con el VIH/SIDA siguen disminuyendo

El escalamiento a nivel mundial de la terapia antirretroviral (TAR o ART, por sus siglas en inglés) ha sido la
principal contribucién al descenso del 48% en las muertes por causas relacionadas al VIH/SIDA, desde un
maximo de 1.9 millones (estimado entre 1.7-2.2 millones) en el afio 2005 a 1 millén (estimado entre 830,000-
1.2 millones) en 2016. A pesar de que el 51% de las personas que viven con VIH en todo el mundo son mujeres,
una mayor cobertura de TAR y una mejor adherencia al mismo ha conducido a un descenso mas rapido de las
muertes entre mujeres que viven con VIH: las muertes por enfermedades relacionadas con el SIDA fueron un
27% mas bajas entre las mujeres y nifias en 2016 que entre los hombres y nifios. No obstante, las enfermedades
relacionadas con el VIH/SIDA siguen siendo la principal causa de muerte entre las mujeres en edad reproductiva
(15-49 afios) a nivel mundial, y son la segunda causa de muerte entre las jovenes de 15 a 24 afios en Africa™

(Figura 1).

Figura 1. Disminucion mundial de las muertes de mujeres que viven con VIH.
En el panel de la izquierda se muestra las muertes relacionadas con el VIH/SIDA a nivel mundial reportadas desde el 2000-2016. En el panel de la
derecha se muestran las muertes relacionadas con el VIH/SIDA, pero estratificados por género (mujeres en azul y hombres en verde olivo) para el
mismo rango de afios. En ambas graficas se incluyen a todos los rangos de edad. Fuente: estimados de UNAIDS 2017 (www.unaids.org).
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El nimero de nifios (0-14 afios) que mueren por enfermedades relacionadas con el SIDA se ha reducido a la
mitad en sélo seis afios, de 210 mil (estimado 160-260 mil) en 2010 a 120 mil (estimado 79-160 mil) en 2016.
Gran parte de la disminucion se debe a la gran reduccion en las nuevas infecciones por VIH en nifios, y también
juega un papel importante el mayor acceso a TAR pediatrico.

Las disminuciones en las muertes por enfermedades relacionadas con el SIDA fueron mas agudas en el este y el
sur de Africa, donde alcanzaron un méaximo de 1.1 millones (estimado 950 mil — 1.2 millones) en 2004 y luego
cayé en un 62% a 420 mil (estimado 350 — 510 mil) en el afio 2016, una tendencia que refleja al rdpido
escalamiento de la terapia antirretroviral en la regiéon (Figura 2). También disminuyeron las muertes
relacionadas con el SIDA durante la Ultima década en el Caribe (reduccién de 52%), Europa occidental y central,
y América del Norte (no incluido México, reduccién de 45%), Asia y el Pacifico (reduccién de 39%) y Africa
occidental y central (reduccién de 30%). En América Latina, donde el acceso a la terapia antirretroviral se
produjo antes y de manera mads gradual que en la mayoria de las demas regiones, la disminucién de las muertes
en los ultimos 10 afios fue de sélo 16% (Figura 2). Se han producido preocupantes aumentos de la mortalidad
relacionada a VIH/SIDA en la ultima década en Medio Oriente y Africa del Norte (aumento del 48%) y Europa

oriental y Asia central (aumento del 38%).

Figura 2. Mayor disminucién de muertes relacionadas al VIH/SIDA en Africa oriental y del sur.
Se muestran las muertes relacionadas al VIH/SIDA en las diferentes regiones del mundo entre los afios 200-2016. En el panel de la izquierda se
muestran las regiones de Africa oriental y del sur, Africa central y occidental, y Asia y el Pacifico. En el panel de la derecha se observan las estadisticas
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para Europa oriental y Asia Central, Europa central y occidenal y para América del Norte, El Caribe, Latinoamérica y el Medio Oriente y Africa del
Norte. Fuente: estimados de UNAIDS 2017 (www.unaids.org).

2.1.2 Las nuevas infecciones por el VIH estan lejos del ritmo necesario para alcanzar el objetivo 2020
propuesto por ONUSIDA

Los esfuerzos mundiales para fortalecer los programas de prevencién y tratamiento del VIH estdn reduciendo la
transmision del VIH. Desde el 2010, el nimero anual de nuevas infecciones de VIH (incluyendo todos los rangos
de edad) ha disminuido en un 16% a 1.8 millones (estimado 1.6 — 2.1 millones). Sin embargo, el ritmo de la
disminucion de nuevas infecciones por VIH es demasiado lento para alcanzar el objetivo acordado por la
Asamblea General de las Naciones Unidas en 2016 (menos de 500 mil nuevas infecciones por afio para el 2020)
(Figura 3). El ritmo del declive varié segun el grupo de edad y entre hombres y mujeres. Entre los nifios, las
nuevas infecciones han disminuido un 47% desde el afio 2010, mientras que la cobertura de medicamentos
antirretrovirales administrado a mujeres embarazadas que viven con VIH para evitar la transmisién a sus hijos
aumentd del 47% (estimado 38-55%) al 76% (estimado 60-88%) en el mismo periodo. Las diferencias en el
numero de nuevas infecciones por VIH entre hombres y mujeres son mas pronunciadas a edades mas
tempranas: en 2016, las nuevas infecciones entre mujeres jovenes (15-24 afios) fueron 44% mas altas que entre
los hombres del mismo grupo de edad. Desde el afio 2010, las nuevas infecciones entre las mujeres jévenes de
todo el mundo (15-24 afios) han disminuido en un 17%, alcanzando 360 mil (estimado 210-470 mil) en 2016. Las
nuevas infecciones también disminuyeron entre los hombres jévenes (15-24 afios), cayendo en un 16% a 250

mil (estimado 110-320 mil) en 2016.

Figura 3. La reduccion de nuevas infecciones por VIH esta lejos del objetivo 2020 propuesto por ONUSIDA.
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Se muestra el nimero de nuevas infecciones por VIH a nivel mundial para todos los rangos de edad desde 1990 al 2016. El punto rojo muestra el
objetivo 2020 propuesta por ONUSIDA (menos de 500 mil nuevas infecciones). Fuente: estimados de UNAIDS 2017 (www.unaids.org).

2.1.3 Poblaciones con mayor riesgo de infeccion por VIH

En entornos de alta prevalencia, las mujeres jovenes siguen teniendo un riesgo inaceptablemente alto de
infeccion por el VIH. En Africa oriental y del sur, por ejemplo, las mujeres jévenes (15-24 afios) representaron el
26% de las nuevas infecciones por VIH en 2016 a pesar de representar sélo el 10% de la poblacion. Las mujeres
jovenes en Africa occidental y central y el Caribe, representaron el 22% y el 17% de las nuevas infecciones por
VIH en 2016, respectivamente. En entornos de prevalencia mas baja, la mayoria de las nuevas infecciones por
el VIH ocurren en poblaciones clave: personas que se inyectan drogas, trabajadoras y trabajadores del sexo,
personas transgénero, presos, hombres homosexuales y hombres que tienen sexo con hombres (HSH o MSM,
por sus siglas en inglés) y sus parejas sexuales. Fuera de Africa subsahariana, las poblaciones clave y sus parejas
sexuales representaron el 80% de las nuevas infecciones por VIH en 2015. Incluso en el Africa subsahariana, las
poblaciones clave y sus parejas sexuales son una parte importante de la epidemia de VIH, por ejemplo, en 2015,
25% de las nuevas infecciones ocurrieron en estos grupos, lo que subraya la importancia de llegar a ellos con
servicios clinicos. A nivel mundial, los hombres homosexuales y los hombres que tienen sexo con hombres (HSH)
representaron el 12% de las nuevas infecciones en 2015, mientras que los trabajadores (ambos géneros)
sexuales y las personas que se inyectan drogas representaron el 5% y el 8% de las nuevas infecciones,
respectivamente. Ademas, los datos informados por los paises de todo el mundo muestran que la prevalencia
del VIH entre las poblaciones clave a menudo es considerablemente mas alta de lo que es entre la poblacién

general.
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Figura 4. Las poblaciones clave son importantes en todas las epidemias de VIH (prevalencia alta y baja).
Se muestra la distribucién de las nuevas infecciones por VIH estratificadas por poblacién: mundial, Africa subsahariana (prevalencia de VIH alta) y
regiones fuera de Africa subsahariana (prevalencia de VIH baja) durante el afio 2015. Fuente: estimados de UNAIDS 2017 (www.unaids.org).

2.2 La epidemia del VIH/SIDA en Latinoamérica y Mesoamérica
El VIH/SIDA en Latinoamérica tiene caracteristicas Unicas que plantean problemas especificos de la region para

el establecimiento de programas de prevencidn, tratamiento y atenciéon médica®. En particular, la
discriminacidn y el estigma contintan siendo un obstaculo importante para el manejo de la epidemia de VIH. El
VIH/SIDA en Latinoamérica se caracteriza por una epidemia centrada en grupos clave o de mayor riesgo,
incluyendo a hombres que tiene sexo con hombres (HSH), trabajadoras y trabajadores sexuales, usuarios de
drogas intravenosas y migrantes’. Sin embargo, se ha observado un aumento en la transmision heterosexual del
virus en varios paises de la region'®. Los esfuerzos de prevencion, incluyendo camparias de educacién, son en
general desorganizados y cuentan con poco apoyo debido a que los presupuestos se dirigen principalmente al
tratamiento antirretroviral (TAR)Y. Aunque los gobiernos de la mayoria de los paises latinoamericanos han
hecho esfuerzos para garantizar el acceso al TAR a las personas infectadas por VIH que lo requieren, puntos
como el acceso a y calidad de la atencion médica, la deteccién oportuna, la prevencién y el monitoreo clinico

de los pacientes en tratamiento aun estén lejos de ser adecuados®*?

. La falta de monitoreo de los pacientes
lleva a la aparicidon de resistencia y a la disminucidon de la eficencia del TAR, que van de la mano con el
requerimiento de esquemas de tratamiento secundarios con fadrmacos antirretrovirales de mayor costo.
Asimismo, el problema se complica por la falta de deteccidon temprana, caracteristica de la mayoria de los paises
latinoamericanos, con la mayoria de las personas buscando tratamiento hasta la etapa sintomatica de la

infeccion®’8,
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Segun el dltimo reporte de la epidemia de VIH/SIDA reportado en diciembre del 2017%: en 2016, 1.8 millones
(estimado 1.4-2.1 millones) de personas vivian con VIH en Latinoamérica. En el mismo afio, se produjeron en la
regién aproximadamente 97,000 (estimado 79,000-120,000) nuevas infecciones por el VIH. El nimero de nuevas
infecciones por el VIH no varié de 2010 a 2016. En la regién, 36,000 (estimado 28-45 mil) personas fallecieron a
causa de enfermedades relacionadas con el VIH/SIDA en 2016. Entre 2010 y 2016, el nimero de muertes
relacionadas con el VIH experimentd un descenso del 12%. La cobertura del tratamiento en 2016 llegd al 58%
(42-72%) de todas las personas que vivian con VIH en la regién. En 2016, en la regién se produjeron 1,800 (1,300-
2,400) nuevas infecciones por el VIH en nifios.

En la regiéon que comprende a México y los paises de Centroamérica (en este trabajo doctoral considerados
como la regidon de Mesoamérica), el VIH puede considerarse una epidemia concentrada que se caracteriza por
una prevalencia relativamente baja en la poblacién general (desde 0.03 en Nicaragua a 0.75 en Belice, Tabla 1).
Es un tema preocupante, que de México, Belice y El Salvador no se tiene un estimado de las personas que viven
con VIH con conocimiento de su estatus seroldgico (primer 90 de la cascada de atencién). A pesar de los
esfuerzos del sistema de los paises Mesoamericanos, el escalamiento del tratamiento antirretroviral (TAR) ha
alcanzado desde un 32% en Belice a un 60% en México de los individuos que viven con VIH y lo requieren. Como
se menciond antes, en esta regidon el monitoreo y seguimiento clinico de las personas bajo TAR es deficiente lo
que conlleva a la ineficacia del mismo, que da como resultado que un bajo porcentaje (22-50%) de los individuos

bajo TAR lleguen a niveles indetectables de CVp.
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Tabla 1. Estadisticas de prevalencia de VIH y cascada 90-90-90 en Mesoamérica

Personas Incidencia de Nuevas Cascada de atencién 90-90-90
ue viven VIH por cada infecciones Personas Personas Personas VIH+
Pais qcon VIH 1000 or VIH VIH+ que VIH+ baio bajo TAR con
2016 ! habitantes, p2016 ! saben su TAR ! CVp
2016 status indetectable
meico  (ooooo- 010 s 0% 50%
’ . o , . = _£Qo, _£Qo,
240,000) (0.09-0.11) 14,000) (48-69%) (40-58%)
Guatemala (:2888 0.18 2,900 65% 36% 25%
! (0.09-0.32) (1,400-5,200) (43-90%) (24-50%) (17-35%)
65,000)
Belice (:zgg 0.75 <500 32% 22%
! (0.51-1.1) (<200-<500) (26-39%) (18-27%)
5,200)
! (0.15-0.18) (<1000-1000) (44-54%) (37-45%)
26,000)
Honduras é;ggg 0.11 <1000 61% 51% 39%
! (0.07-0.17) (<1000-1400) (43-78%) (36-65%) (28-50%)
27,000)
0,
Nicaragua (zlzgg 0.06 <500 (i?‘; 43% 25%
) - _ _ 0~ _R20, _279,
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Datos obtenidos del reporte 2017 de UNAIDS".

2.3 Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
2.3.1 Introduccidn y origen

La epidemia de VIH surgié después de las infecciones zoondticas del virus de la inmunodeficiencia simiana (VIS
o SIV, por sus siglas en inglés). Los cazadores de carne de animales silvestres fueron probablemente el primer
grupo infectado con el VIH?®. Existen 4 grupos del VIH-1 y representan tres eventos de transmision separados
de los chimpancés (grupos M, N y O) y uno de los gorilas (grupo P) (Figura 5). Los grupos N, O y P estan
restringidos al oeste de Africa. El grupo M, que es la causa de la pandemia mundial de VIH, comenzé hace unos
100 afios y consta de nueve subtipos: A-D, F-H, J y K. El subtipo C predomina en Africa y la India, y representa el
48% de los casos de VIH-1 en el 2007 en el mundo®. El subtipo B predomina en Europa occidental, América y
Australia (Figura 6). Los subtipos recombinantes son cada vez mas comunes®’. La marcada diversidad genética
del VIH-1 es una consecuencia de la funcién propensa a errores de la transcriptasa inversa (RT), que da como
resultado una alta tasa de mutacién. El VIH-2 se limita principalmente al oeste de Africa y causa una enfermedad

similar al VIH-1, pero la inmunodeficiencia progresa mas lentamente y el VIH-2 es menos transmisible.
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Figura 5. Origen de los virus del SIDA.
Los monos del Viejo Mundo se infectan naturalmente con mas de 40 lentivirus, denominados virus de la inmunodeficiencia simiana (VIS o SIV, por
sus siglas en inglés) con un sufijo para indicar su especie de origen de los primates (por ejemplo, SIVsmm del Sooty mangabeys o SIVcpz del
chimpancé). Algunos de estos SIV han cruzado la barrera de las especies de los grandes simios a los humanos, generando nuevos patdgenos. Los
ejemplos conocidos de transmisiones zoondticas entre especies, asi como los virus resultantes, se resaltan en rojo. Tomada de la referencia®.
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Figura 6. Distribucidén regional de los subtipos de VIH-1 y sus recombinantes.
Se muestran la distribucion regional de los subtipos de VIH del 2004 al 2007. El mundo se dividié en 15 regiones. Los paises que forman una region
estan sombreados con el mismo color. Los graficos de pastel representan la distribucion de subtipos de VIH-1 y sus recombinantes en cada region.
Las dreas relativas de los graficos de pastel corresponden a los nimeros relativos de personas que viven con VIH en las regiones. Figura tomada y
modificada de la referencia.

Hace mds de treinta afios que se identifico al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) como el agente
etioldgico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). El blanco principal del VIH son las células que
expresan en la superficie la molécula CD4, incluyendo a los linfocitos T y sus precursores. El VIH también es
capaz de infectar monocitos, eosindfilos, macréfagos, células dendriticas y de la microglia en el sistema nervioso

central®**

. La infeccién por el VIH en ausencia de TAR provoca un deterioro progresivo del sistema inmune y
finalmente las manifestaciones clinicas del SIDA.

La primera evidencia de que el SIDA es causado por un retrovirus surgié en 1983, cuando Barré-Sinoussi,
Cherman y Montaigner en el Instituto Pasteur (Paris, Francia), recuperaron un virus que contenia una enzima
llamada transcriptasa inversa de un ganglio linfatico de un hombre con linfodenopatia persistente (1983)%. Levy
y sus colaboradores confirmaron este hallazgo al describir un retrovirus asociado al SIDA en 1984%*. Fue hasta
el afno 1986 que el Comité Internacional para la Taxonomia de Virus recomendé dar el nombre al agente causal
del SIDA como Virus de la Inmunodeficiencia Humana o VIH*.

La propagacion y replicacidn persistente del VIH conduce a una inmunodeficiencia grave ocasionada por una

reduccion gradual del nimero de linfocitos T CD4+. Esto resulta en la aparicion de multiples infecciones
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oportunistas y tumores malignos®®. La gravedad de la enfermedad estd determinada por el balance entre la
virulencia del virus y la resistencia del hospedero?’.

En la mayoria de los casos, durante las primeras seis semanas después de la infeccién, los individuos desarrollan
un sindrome agudo, caracterizado por valores altos de viremia (o alta carga viral de VIH, CVp) en sangre
periférica y sintomas parecidos a un fuerte resfriado”®. Posteriormente se monta una respuesta inmune celular
especifica (linfocitos T CD8 citotdxicos) contra el VIH que provoca un descenso importante en la viremia de

sangre periférica®>°

. A continuacidn, los individuos entran en una etapa asintomatica clinicamente estable que,
dependiendo de factores inmunolégicos, viroldgicos y genéticos, puede durar un nimero variable de afos. En
esta etapa las concentraciones del virus en la sangre periférica son relativamente bajas, sin embargo, la
replicaciéon del virus e infeccién de los linfocitos T CD4+ son procesos dindmicos, que son equilibrados por una
tasa igualmente dinamica de depuracion viral, muerte de células infectadas y abastecimiento de nuevas CD4+,
este equilibrio mantiene niveles plasmaticos relativamente estables de viremia y de CD4. Sin embargo, esta

viremia plasmatica reducida pero persistente provoca la reducciéon gradual de linfocitos T CD4+, que

invariablemente, en poco o mucho tiempo, conduce a SIDA.

2.3.2 Transmision del VIH

El factor mas importante que aumenta el riesgo de trasmisidon sexual del VIH-1 es el nimero de copias por
mililitro de RNA del VIH-1 en plasma (carga viral en plasma o CVp), con un riesgo en la transmisién sexual de 2.4
veces mas por cada logaritmoso de aumento en la CVp>'. La infeccién aguda por VIH, que causa CVp muy altas
en los primeros meses, es un importante impulsora de la epidemia de VIH>?. Se estima que una reduccién en la
CVp de 0.7 logyo reduce la transmisién del VIH-1 en un 50%>>. La carga viral en liquido seminal y endocervical
predice de forma independiente el riesgo de transmisién sexual del VIH-1 (después del ajuste para la CVp)**.
Otros factores asociados con un mayor riesgo de transmision sexual del VIH incluyen infecciones de transmisién
sexual (especialmente Ulceras causas por cualquier patégeno, infecciones de herpes simplex tipo 2 y vaginosis

bacteriana®’

), el embarazo®® v las relaciones anales receptivas®. La circuncisién masculina ha sido asociada
con un riesgo reducido de transmisidn sexual®. Los hallazgos de algunos estudios observacionales mostraron
un mayor riesgo de adquisicidn del VIH en mujeres que usaron hormonas anticonceptivas inyectadas de larga
duracidn, pero no anticonceptivos orales combinados?®. Los factores conductuales que aumentan la transmision

sexual del VIH-1 incluyen el tener muchas parejas sexuales y parejas simultaneas**?

. La desigualdad sexual es
un factor importante de la epidemia del VIH, especialmente en Africa subsahariana, donde las mujeres

representan el 57% de las personas que viven con VIH'. El uso de drogas inyectables y no inyectables, incluido
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el alcohol, estdn asociados con un mayor comportamiento de riesgo sexual, mientras que el uso de drogas
inyectables causa la transmisién del virus a través de agujas compartidas®. Las mujeres que informaron
violencia sexual tuvieron una mayor incidencia de infeccién por VIH en un estudio en Sudafrica*. ONUSIDA
identifico al estigma y la discriminacién contra el VIH y las leyes punitivas contra los grupos de alto riesgo (por
ejemplo, hombres que tienen sexo con hombres, personas que se inyectan drogas y trabajadores sexuales)
como barreras para que las personas se sometan a las pruebas de deteccidn del VIH, accedan a la atencién y

seguridad social, y acceso a las medidas de prevencion®.

2.3.3 Clasificacion taxondmica y estructura

El VIH es miembro de la familia Retroviradae perteneciente al género Lentivirus®. Los retrovirus tienen las
siguientes caracteristicas: a) un genoma de RNA; b) una estructura viral organizada por tres genes poliproteicos
llamados grupo antigeno especifico (gag), polimerasa (pol) y envoltura (env); c) un ciclo de replicaciéon en donde
se incorpora el genoma viral dentro del material genético del hospedero mediante una transcripcidon inversa y
una integrasa; d) y un genoma altamente variable como resultado de una alta tasa de mutacidén, dindmica de
replicacidén notable y recombinacion lo que causa que se puedan seleccionar aquellas variantes o cuasiespecies
con la mejor adecuacién (fitness viral) dada la presién selectiva del hospedero. Los lentivirus ademas de los
genes estructurales de los retrovirus, se caracterizan por presentar una compleja combinaciéon de genes
accesorios o genes no estructurales y de tener largos periodos de latencia clinica®.

El VIH es un virus envuelto (dado que gema de la membrana de la célula infectada). La particula viral mide
110nm de didmetro. Posee cerca de 72 espiculas en su superficie, cada espicula consta de 6 glicoproteinas (3
gp4ly 3 gp120)*. Estas glicoproteinas se derivan de un solo precursor (gp160) codificado en el gen env. La
proteina transmembranal gp41 es una molécula que interactia no covalentemente con la glicoproteina gp120,
formando asi una estructura oligomérica de cardcter trimérico (Figura 7).

La forma y la integridad del virién esta dada por los productos del gen gag. La matriz esta compuesta por la
proteina p17, la cual esta sujeta a la cara interna de la membrana lipidica. Una segunda proteina de gag llamada
p24 genera la forma conica caracteristica de la capside. Dos proteinas mas de gag llamadas p7 y p6 generan la
nucleocapside en donde se encuentra el genoma viral, el cual estd compuesto por dos cadenas simples positivas
de RNA. La capside contiene toda la informacién genética y las proteinas necesarias para la replicacién viral,
dentro de ella se encuentran dos copias de RNA gendmico, un RNA de transferencia reclutado durante el

proceso de liberacién del virion y tres enzimas llamadas transcriptasa inversa (RT), integrasa (IN) y proteasa (IN),
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codificadas en el gen pol*® (Figura 7). En la Tabla 2 se resume las funciones de las proteinas virales (estructurales

y accesorios).

Figura 7. Estructura del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
El VIH es un virus envuelto en una membrana lipidica. La glicoproteina transmembranal gp41 interactia no covalentemente con la glicoproteina
gp120 en la superficie del viridn. La matriz estd compuesta por la proteina p17 de gag. p24 genera la forma cdnica caracteristica de la cdpside. p7 y
p6 generan la nucleocapside en donde se encuentra el genoma viral, el cual estd compuesto por dos cadenas simples positivas de RNA. En la capside
se encuentran el genoma viral (2 copias de RNA) y las proteinas necesarias para la replicacidn viral (RT, IN y PR), ademas contiene un RNA de
transferencia reclutado durante el proceso de liberacién del virién. El virion puede contener proteinas de superficie como el receptor CD4, moléculas
HLA clase | y I, entre otros. Tomada y modificada de la referencia®®.

Tabla 2. Proteinas del VIH y sus funciones.

Proteina Funcién

Poliproteina procesada por proteasa (PR). Proteinas de matriz (MA 6 p17), proteinas de capside (CA 6 p24), proteinas de
nucleocapside (NC 6 p7) y p6.

Pol Enzimas: proteasa (p10 6 PR), transcriptasa inversa (RT) y la RNAsa H (p66/51) e integrasa (IN 6 p32). Todas procesadas por PR.

Proteina de envoltura gp160. Proteinas de envoltura: gp41y gp120 que interactian con CD4 y CCR5/CCXC4 de la célula. Intervienen

Gag

Env en la infeccion viral; contiene RRE en donde se une Rev.
Factor viral infeccioso. Reduce los efectos inhibitorios de factores celulares, dando lugar a complejos de RT mas estables; regula la
Vif capacidad de infeccién de las particulas virales. Provoca degradacién proteosomal de APOBEC3G, factor intracelular restrictivo hacia
el VIH.
Vpr Proteina viral R (p15). Favorece la infeccion de macréfagos y la importacion del genoma viral al ndcleo. Arresta el ciclo celular en G,.
Tat Activador transcripcional (p14), necesario para la elongacién de la transcripcidn viral (en presencia de Ck1 y Cdk9). Contiene sitio de
union a TAR.
Rev Proteina (p19) reguladora de la expresidn de genes virales, favorece la salida del nucleo de transcriptos de RNA no procesados o con

procesamiento sencillo (mediante unién a RRE).
Vpu Proteina viral U, reduce la expresion de CD4 en la célula y participa en la liberacién de viriones de la célula.

Factor negativo, reduce la expresion de CD4 en la célula, reduce la expresion de HLA de clase I; potencia la infectividad de los
viriones; altera el estado de activacion celular; el progreso a la enfermedad disminuye significativamente en la ausencia de Nef.
Integracion del DNA viral en el genoma celular; contiene los sitios de unidn a factores de transcripcion (NFkB, NFAT, SP1y TBP); se
requiere para el inicio de la transcripcion; contiene la secuencia TAR a la que se une Tat.

Tomada y modificada de la referencia.

Nef

LTR

El genoma de RNA del virus tiene una longitud aproximada de 9.2Kb y una organizacién bdsica caracteristica de

todos los retrovirus conocidos (Figura 8). Los LTRs (long terminal repeats) son secuencias que se encuentran en
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ambos extremos del genoma viral. Estas secuencias regular la integracidn del virus en el genoma del hospedero,

la expresidn de los genes y replicacién viral.

] et |

| pol
LTR vpr vpu \ LTR

PR RT IN

Figura 8. Estructura genomica del VIH.
Organizacién del genoma viral de ~9.2Kb en donde se observan los LTRs, los tres genes poliprotéicos (gag, pol y env) y las proteinas accesorias (Vif,
Vpr, Vpu, Rev, Tat, Nef). Tomada y modificada de la referencia®®.

2.3.4 Ciclo de replicacion del VIH

Al igual que otros virus, el VIH requiere infectar una célula para llevar a cabo su ciclo de replicacion. El
mecanismo de entrada a la célula comienza con el reconocimiento del receptor de membrana CD4 (del linfocito
T CDA4+, principal célula blanco del virus) por medio de la glicoproteina gp120. Esta unidn provoca un cambio
conformacional en el complejo gp120/gp41 exponiendo un sitio altamente conservado de gp120 de unidn al

correceptor celular. Este correceptor celular es un receptor de quimiocinas especifico®”*°

, CCR5 en macréfagos
y CXCR4 en los linfocitos T. La unién de gp120 con el correceptor provoca un cambio conformacional que hace
gue la glicoproteina gp41 se exponga y se incruste en la membrana celular dando como resultado la fusién de
las membranas, dejando entrar al virus al interior celular®®. El correceptor CCR5 es utilizado por virus
macrofagotrépicos no inductores de sincicios (virus R5) y el correceptor CXCR4 se utiliza por virus linfotrépicos
inductores de sincicios (virus X4). Los virus R5 estdn involucrados cuando la infeccion se da por mucosas y por
via intravenosa, mientras que los virus X4 se encuentran en etapas tardias de la enfermedad".

Una vez fusionadas las membranas, el core viral se rompe vaciando su contenido (enzimas y genoma viral) en el
citosol. Se cree que este proceso se da por la fosforilacion de la matriz viral por MAP (mitogen activated protein)
cinasas>’, de ciclofilina A> y por la accién de las proteinas virales Vif** y Nef>. La liberacién de estos
componentes da lugar al complejo de retro-transcripcidon, que comprende el genoma diploide de RNA, un

iniciador (primer) de RNA de transferencia (tRNAyisina), RT, IN, MA, NC, Vpr y otras proteinas celulares. Este

complejo de retro-transcripcién se ancla a proteinas del citoesqueleto (microfilamentos de actina) mediado por
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la fosforilacién de la matriz viral, esto es necesario para la eficiente sintesis de DNA viral. Adicionalmente, Vif
estabiliza el complejo inhibiendo proteinas celulares que tratan de desestabilizarla®’ (Figura 9).

Después de la retrotranscripcién del genoma RNA a cDNA se forma el complejo de preintegracion (PIC, por sus
siglas en inglés, preintegration complex) que esta compuesto por cDNA de doble cadena, IN, MA, Vpr, RT y el
grupo de proteinas de unién a DNA de alta movilidad [HMGI(Y)] (Figura 9). El radio de este complejo se ha
estimado en 28nm*. Este complejo se transporta al nicleo con ayuda de los microtdbulos y se sitta cerca de
un poro nuclear. Una vez que el complejo de preintegracion se encuentra anclado al nicleo se importa al interior
del mismo. Se desconocen los mecanismos mediante los cuales se da este proceso, pero se sabe que las
proteinas virales IN, MA y Vpr estan involucradas. Se sabe que MA tiene una sefial de localizacién nuclear (NLS,
por sus siglas en inglés) que es reconocida por importinas nucleares de la célula.

Dentro del nucleo, el PIC puede tener 4 diferentes destinos, de los cuales sélo uno da lugar a la formacion del
provirus funcional (DNA viral competente para la replicacién dado que esta inserto en el genoma celular). Se
cree que para que se dé un provirus funcional se necesitan las proteinas celulares HMGI y BAF. La integrasa
remueve nucleétidos de los extremos de DNA viral, esta reaccién de corte corrige los extremos desiguales
generados por la RT. La integrasa también cataliza la subsiguiente reaccion que une el DNA del VIH al cromosoma
celular. Alternativamente, los otros tres destinos del DNA viral pueden ser: 1) los extremos del DNA viral pueden
unirse formando un genoma circular con 2 LTRs, 2) el DNA viral puede sufrir recombinacién homoéloga y formar
un genoma circular con un solo LTR, y 3) el DNA viral puede autointegrarse y formar un genoma circular
rearreglado. Ninguno de estas especies provirales produce viriones infecciosos, sin embargo, pueden formar

e (Figura 9).

transcriptos cortos para formar Tat y Ne
Los provirus pueden insertarse en muchos lugares dentro de los cromosomas celulares y cada una de las células
puede tener mds de un provirus inserto en su genoma. El lugar de integracion proviral puede dar lugar a un
provirus activo transcripcionalmente o a un provirus latente debido a su insercidn en lugares muy compactos
como la heterocromatina®®. Debido a que puede haber mas de un provirus en el genoma celular es probable

gue algln provirus esté activo transcripcionalmente.
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Figura 9. Eventos tempranos en el ciclo de replicacion: fusién, retrotranscripcién e integracion.
Descripcidn esquematica de los eventos tempranos después de la infeccion por VIH de una célula susceptible: interacciones entre gp120, CD4 y el
correceptor de quimiocinas (CCR5 o CXCR4) dando lugar a la fusién mediada por gp41; seguido del desencapsidamiento del virion; retrotranscripcion
del genoma de RNA; importacidn nuclear del complejo de preintegracidn; e integracion del cDNA viral de cadena doble en el genoma celular
estableciendo un provirus. Tomada y modificada de la referencia®.

Uno de los mecanismos de latencia esta dado justamente por el sitio de insercidn en la cromatina del DNA viral.
Sin embargo, la latencia no sélo esta acotada por el sitio de insercién del provirus sino por falta de factores de
transcripcién celulares (dado el contexto de activacidn de la célula) o de proteinas virales.

Los LTRs 5 dentro del genoma celular funcionan como unidades de transcripcidn eucariodticos. Estas repeticiones
contienen promotores “corriente abajo” y “corriente arriba” que incluyen al iniciador, la caja TATA y tres sitios
SP1. Estas regiones ayudan a posicionar la RNA polimerasa tipo Il (RNAPII) en el sitio de inicio de la transcripcidn,
después de esto se forma el complejo de preiniciacidn. La transcripcién inicia, pero la RNA polimerasa falla en
la elongacion de la transcripcion a lo largo del genoma viral, formando transcritos cortos. Estos transcritos cortos
son estables y pueden ser traducidos debido a que el RNA puede formar un asa en forma de tallo llamada
elemento de respuesta de transactivacién (TAR, por sus siglas en inglés, transactivation response element). Este
elemento se une a Tat cuando esta proteina ya se ha traducido. Rio arriba del promotor se encuentra un sitio

potenciador de la transcripcidon en donde se unen factores de transcripcion como el factor nuclear kB (NFkB), el
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factor nuclear de células T activadas (NFAT) y miembros de la familia Ets. NFkB y NFAT se encuentran en el
nucleo celular cuando la célula se encuentra activada. NFKB mediante sus dos subunidades (p50 y p65) es capaz
de aumentar la tasa de procesamiento de la RNA polimerasa dando lugar a transcripcién viral completa®’.

Tat juega un papel primordial en la transcripcién de los genes virales. Esta proteina viral en asociacidn con ciclina
T1 se une a TAR (en el transcrito en formacion) y recluta a una cinasa llamada Cdk9 (cinasa 9 dependiente de
ciclina)®®. Todo este complejo es llamado P-TEFb (transcription-elongation factor b complex). Cdk9 del complejo
P-TEFb fosforila el dominio carboxilo terminal de la RNA polimerasa Il aumentado su capacidad de
procesamiento y permitiendo la formacidn de transcritos mads largos. Otras proteinas blanco del complejo P-
TEFb son los factores negativos de la transcripcién-elongacion (N-TEFs) como DSIF (DRB-sensitivity inducing
factor) y NELFs (negative elongation factors)™.

Durante la transcripcion del genoma viral se forman mas de una docena de transcritos*®. Algunos de ellos son
procesados por corte y empalme (splicing) en el momento de su formacién y son rapidamente transportados al
citoplasma. Los mRNA virales multiprocesados codifican para Nef, Tat y Rev. Los otros mRNA sencillamente
procesados o sin procesar se quedan en el interior del nlcleo, estos transcritos codifican para la estructura, las
enzimas accesorias y el genoma de RNA del virus, y son indispensables para el ensamble de viriones infecciosos
(Figura 10).

El transporte de estos mMRNA depende de la produccidn de cantidades umbrales de Rev. Rev es una pequeiia
proteina transportadora que se une a asas en forma de tallo en los mMRNA, en especifico a una secuencia dentro
del gen env llamada RRE (Rev response element). Esta unidn da lugar a la multimerizacién de muchas moléculas
de Rev alrededor de RRE. Esta proteina acarreadora contiene un sitio de localizacién nuclear (NLS) y una
secuencia de exportacion nuclear rica en leucinas (NES) que le permiten atravesar la membrana nuclear
transportando los transcritos largos hacia el citoplasma celular. Este proceso es dependiente de energia debido
a la participacién del factor celular RanGTP*. Para que la formacion de viriones se lleve a cabo eficientemente,
se necesita que exista un balance entre el procesamiento de transcritos y su transporte hacia el citoplasma. Si
el procesamiento de transcritos es muy eficiente, sélo los transcritos multiprocesados son transportados al
citoplasma. Sin embargo, estos transcritos son insuficientes para que se lleve a cabo la replicacion viral. Por otro
lado, si el procesamiento de transcritos no es eficiente no se pueden sintetizar las cantidades suficientes de Tat,
Rev y Nef, proteinas esenciales para la eficiente transcripcion de los mRNA, transporte de los mismos y
desregulacién del contexto celular para mejorar la infectividad de los viriones (Figura 10).

En contraste con Tat y Rev que actuan directamente sobre los transcritos de RNA, Nef modifica el contexto de

la célula infectada para optimizar la replicacién viral*®
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progresion a SIDA en humanos®® y monos®. Esta funcidn parece estar asociada a la habilidad de Nef de
desregular cascadas de seializacién como la de la activacién asociada al receptor de células T (TCR) y de
disminuir la expresion de CD4 en la superficie celular. Nef también promueve la produccién y la salida de viriones
mas virulentos®”®; puede afectar la via de sefializacién de PI3-K, causando rearreglos importantes en el
citoesqueleto y evitando sus funciones efectoras; tiene la capacidad de regular negativamente la expresion del
receptor CD4 desde su presencia en el reticulo endoplasmico; asi como de activar la expresidn de FaslL, el cual
induce apoptosis en las células no infectadas que expresan Fas. Al mismo tiempo, Nef bloquea la apoptosis de
las células infectadas mediante la regulacion de la cinasa-1 (via de apoptosis por Fasy TNFR) y por la fosforilaciéon
de la proteina inducida por virus Bad. Nef inhibe la apoptosis uniéndose a p53 e inhibiendo su funcién® (Figura
10). Mediante todos estos mecanismos, Nef prolonga la vida de las células infectadas optimizando la replicaciéon
viral.

Una funcién notoria de Nef es su capacidad de disminuir la expresién de las moléculas HLA en la superficie
celular. Esta actividad reduce la visibilidad inmunoldgica de las células infectadas para ser localizadas vy
destruidas por los linfocitos T CD8+ citotoxicos (CTLs, por sus siglas en inglés). Sin embargo, Nef no puede
disminuir la expresién de las moléculas HLA-C®, por lo que las células infectadas pueden ser reconocidas por
células NK.

Otras proteinas virales también participan en la modificacion del contexto celular de las células infectadas. Un
ejemplo es Vpr, que induce el arresto de las células infectadas en proliferacién en fase G2/M del ciclo celular®.
Debido a que el LTR es mucho mas activo durante G2, este arresto por Vpr potencia la expresion de genes del
virus®’ (Figura 10).

Todos los componentes del viridn son ensamblados momentos antes de que la gemacidn del viridn ocurra, esto
sucede justo debajo de la membrana. Este proceso es dirigido por las poliproteinas Gag-Pol, Gagy Env y requiere
del reclutamiento de dos copias del genoma de RNA, asi como de Vpr®. La formacién de la capside del virion
inmaduro requiere del ensamble de aproximadamente 1500 poliproteinas de Gag®®, en este proceso participa
una proteina chaperona llamada HP68’°. Finalmente, la gemacién de los viriones ocurre en regiones ricas en
colesterol, esta composicidn lipidica favorece la liberacién, estabilidad y fusidn de los viriones con las células

blanco (Figura 10).
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Figura 10. Eventos tardios en el ciclo de replicacién: transcripcion, traduccién y gemacion viral.
Resumen de los eventos tardios en una célula infectada que culminan en la gemacién de nuevos viriones. Se destaca el papel de las proteinas virales
en la optimizacion del contexto celular para la replicacién viral: regulacién negativa de CD4 y de HLA clase I; inhibicion de la apoptosis por Nef; y
arresto en G2 del ciclo celular por Vpr. También se muestra el papel de Rev que promueve la exportacion de transcritos largos que codifican para
enzimas, asi como el genoma viral que se integrara a los nuevos viriones. Tomada y modificada de la referencia®.

2.3.5 Historia natural de la enfermedad por VIH

Durante la infeccidon por el VIH se distinguen diversas fases o etapas, inducidas por la interaccidn entre el virus
y la respuesta inmune del hospedero’ . La historia natural de la enfermedad se divide en las siguientes etapas
sucesivas. Etapa de infeccion primaria o aguda, caracterizada por concentraciones de conteos de CD4+ mayores
a 500/ul. Etapa cronica o de latencia clinica, con concentraciones entre 200 a 500 células T CD4+/ul. Etapa tardia
donde los pacientes presentan concentraciones por debajo de 200 y hasta 50 células T CD4+/ul. Finalmente la
etapa avanzada caracterizada por concentraciones por debajo de 50 células T CD4+/ul (Figura 11).

En la etapa de infeccidn primaria y pocos dias después de la infeccidn, la viremia se detecta en plasma
alcanzando valores elevados. Al mismo tiempo ocurre una notable reduccién de las células T CD4+ en
circulacidn; pero no es tan acentuada como sucede en las mucosas. Clinicamente los sintomas son inespecificos
y con estado de gravedad variable®®. Sin embargo, en un periodo de tiempo en general corto, ocurre una contra-
regulacién de los niveles de replicacion viral que disminuye considerablemente la viremia y aumentan los niveles

circulantes de células T CD4+ (aunque pocas veces a los niveles de referencia), con lo que se resuelve el cuadro
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clinico’. Esto sugiere que se desarrolla una eficiente respuesta inmune, como sucede en otras infecciones
virales, durante el periodo de infeccidn aguda, que es capaz de contener momentanea y parcialmente la
infeccién’. El descenso en la viremia puede observarse durante los primeros 4 meses de infeccion, hasta llegar
a lo que se conoce como el punto de equilibrio (set point) de la carga viral (Figura 11), que varia de persona a
persona (debido a que se establece en gran parte por las respuestas inmunes innata y adaptativa). El nivel del
punto de equilibrio (set point) determina el prondstico del curso de la enfermedad. A menor set point viral,

74,75

menor el tiempo de evolucién a SIDA y muerte””"". La etapa intermedia se caracteriza por niveles bajos o

moderados de viremia (CVp) en sangre. Sin embargo, a partir de ese momento se observa un incremento gradual
de la carga viral y disminucién progresiva del nimero de las cT CD4+. Esta relacién determina la progresion de

la enfermedad.

Figura 11. Historia natural de la enfermedad por VIH en ausencia de TAR.

Grafica que representa la historia natural promedio (90% de los individuos) en una infeccién por VIH sin tratamiento antirretroviral (TAR) en términos
de los parametros clinicos tipicos de la progresion a la enfermedad: carga viral en plasma (Cvp) y el conteo de T CD4. Se puede observar después de
la infeccidn por VIH, la etapa aguda (en semanas) caracterizada por un pico de viremia que después es controlado por el sistema inmune del
hospedero hasta el set point viral; de igual manera, el conteo de T CD4 disminuye y luego se estabiliza hasta alcanzar un nivel establece hacia el final
de esta etapa. En la etapa cronica (que sucede en afios) los niveles de CVp aumentan lenta y progresivamente, mientras que los CD4 disminuyen
lentamente hasta llegar a niveles menores de 200 CD4, lo que se define como etapa de SIDA (donde se presentan enfermedades oportunistas y
finalmente la muerte). Modificada de la referencia’®.
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De acuerdo a la duracidn de la historia natural de la enfermedad, se ha clasificado en dos grandes grupos a los
individuos infectados por el VIH. Un grupo denominado no progresores a largo plazo (long term non-
progressors) en quienes por lo menos durante 10 afios de infeccién y sin tratamiento antirretroviral permanecen
sin sintomas, con niveles circulantes de células T CD4+ dentro de los limites de referencia y carga viral baja. A
este grupo pertenece el 5 al 10% del total de infectados’’. El otro grupo se denomina progresores y en contraste,
esta constituido por mas del 90-95% de la poblacidn infectada por el VIH. Este a su vez se divide en dos
subgrupos: progresores promedio y progresores rapidos. Los progresores promedio, tienen una media de
supervivencia de 10 afios. En este se clasifica un 60 a 70% del total de infectados. El subgrupo de los progresores
rapidos engloba al 30% de la poblacion infectada y se caracteriza por un curso acelerado de la enfermedad,

menos de 5 afios, entre la infeccion, el SIDA vy la muerte’”’®,

2.4 La inmunogenética de la enfermedad por VIH
El VIH continlda siendo un importante problema de salud publica con mds de 1 millén de muertes en 2016 y mas

de 36 millones de muertes en las ultimas tres décadas y aproximadamente 36.7 millones de personas que viven
con VIH (http://www.unaids.org/en/resources/). Estas estadisticas han estimulado la investigacion intensiva y
han dado lugar a un progreso sustancial en la comprension de la patogénesis del VIH. A pesar de la falta de una
cura o de una vacuna efectiva, estos esfuerzos han llevado a una gran cantidad de informacién sobre el VIH y
sus interacciones con el huésped, fortaleciendo el potencial para disefiar terapias efectivas para controlar al
virus. Multiples estudios longitudinales han proporcionado amplias evidencias de que el resultado clinico de la
infeccidn por el VIH-1 no tratada (en ausencia de tratamiento antirretroviral o TAR) es muy variable. Algunos
individuos progresardan al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) dentro de un afo de seroconversion,
mientras que otros pueden controlar el virus en ausencia de farmacos durante mds de dos décadas. Ahora se
reconoce que aproximadamente 1 en 300 personas que se infectan con VIH mantienen el control espontaneo
del VIH a niveles inferiores de deteccion mediante ensayos estandar’®. La gran mayoria de estos individuos
tienen niveles muy bajos de viremia, en algunos casos, menores a 50 copias de virus por ml de plasma (estos
ultimos se conocen como controladores élite)’””. Una pequefia fraccién de individuos son resistentes a la
infeccion por VIH, incluso después de exposiciones repetidas. La variacién en la respuesta al VIH entre los
individuos probablemente se debe a interacciones complejas entre el virus, el hospedero y el medio ambiente.
La importancia de la variacién genética del hospedero en la patogénesis del VIH ha mostrado un gran auge en
los ultimos 15 afios, en parte debido a las tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento que permiten

analizar millones de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) en todo el genoma
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humano. La definicidn de los factores genéticos del hospedero que influyen en la respuesta hacia el VIH puede
ser Util para predecir las tasas de progresién a la enfermedad y pueden ayudar a entender la patogénesis del
virus para conducir al desarrollo de terapias y vacunas. La mayoria de los efectos genéticos que se han
identificado de manera concluyente involucran a genes que codifican receptores para la entrada del virus en las
células y moléculas que participan en las respuestas inmunes innatas o adquiridas. En general, los loci del
antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés) de clase | han mostrado claramente los efectos mas
fuertes y consistentes sobre la progresién a la enfermedad por VIH. Probablemente esto no sea sorprendente,
ya que estos datos confirman la importancia de las respuestas de los linfocitos T citotdxicos en el control del
VIH. Ademas de su papel en la inmunidad adquirida o adaptativa, las moléculas HLA de clase | también sirven
como ligandos para los receptores tipo inmunoglobulina de células asesinas (KIR, por sus siglas en inglés), un
conjunto polimodrfico de moléculas que modulan la actividad de las células asesinas naturales (NK, por sus siglas
en inglés, natural killers) y algunos linfocitos T%°, y por lo tanto juegan un papel importante en la respuesta

inmune innata.

2.4.1 Genética y funcion de los genes HLA y KIR

Las moléculas HLA de clase | y clase Il estan codificadas por genes localizados dentro del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) en el cromosoma 6p21.3. Los genes clasicos HLA de clase |
(HLA-A, -By -C) y clase Il (HLA-DR, -DQ y -DP) dentro del MHC son los loci mas diversos en el genoma humano,
con el nimero de alelos que van de 5 para HLA-DPA2 a 4950 para HLA-B (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla, ver

Tabla 4). Esta variacién se concentra dentro de las regiones que codifican el surco de unién del péptido, e
histdricamente, los exones que codifican esta regién han sido el principal foco de estudio en términos de
determinar los efectos HLA sobre la susceptibilidad y la patogénesis de la enfermedad. Datos recientes, sin
embargo, sugieren que las variantes en las regiones no codificantes, que pueden afectar el nivel de
transcripcién, traduccién y splicing, también pueden ser importantes. Los genes HLA de clase | codifican
moléculas que se expresan en la superficie de practicamente todas las células nucleadas. Estas moléculas se
unen a los epitopos (péptidos) que se originan de proteinas propias en condiciones normales, pero tras la
infeccidn de patégenos intracelulares (como el VIH), se unen a péptidos antigénicos derivados del patégeno, y
los presentan a los linfocitos T CD8+ citotdxicos, iniciando asi una respuesta de linfocitos T citotéxicos (CTL, por
sus siglas en inglés). Las moléculas de clase | también regulan la actividad de las células NK a través de las
interacciones de los receptores de las células NK. Los /oci de clase Il codifican moléculas que se expresan en la

superficie de las células presentadoras de antigeno. Estas ultimas, se unen a péptidos que se derivan
36



principalmente originadas extracelularmente y los presentan a los linfocitos T CD4+, lo que generalmente da
como resultado la produccion de citocinas que ayudan a otras células inmunes a responder y realizar su funcidn.
Los genes receptores de tipo inmunoglobulina de las células NK (receptores KIR) estan dispuestos en el
cromosoma humano 19q13.4 dentro del complejo de receptores de leucocitos y codifican moléculas que
pertenecen a la superfamilia de receptores de inmunoglobulinas®’. Consisten en un grupo de moléculas
reguladoras que se expresan en las células NKy un subconjunto de células T. Los genes KIR2DL y KIR3DL codifican
moléculas con colas citoplasmicas largas y son inhibidores en virtud de los motivos de inhibicién basados en
tirosina presentes en sus dominios citoplasmicos. Los genes KIR2DS y KIR3DS codifican moléculas con colas
citoplasmicas cortas que transmiten sefales de activacién a través de su interaccién con la molécula adaptadora
DAP-12 (proteina de activacion DNAX de 13kDa), que contiene un motivo de activacién de inmunoreceptor
basado en tirosina®’. Existe una gran diversidad de haplotipos KIR como consecuencia de la recombinacidn
homodloga no alélica (NAHR, por sus siglas en inglés), pero se han descrito dos grupos basicos de haplotipos
denominados Ay B®. El haplotipo A es uniforme en término de contenido de genes y estd compuesto por nueves
genes que codifican predominantemente receptores inhibidores. El grupo B de haplotipos, por otro lado,
contiene nimeros variables de genes que codifican receptores activadores o inhibidores que varian de 4 a 175
8 Existen también multiples alelos para cada gen KIR¥, que codifican productos que pueden variar en el nivel
de expresion o la capacidad funcional. Hasta ahora, sélo se han identificado alotipos HLA de clase | como
ligandos para los KIR. El receptor KIR3DL reconoce moléculas de HLA-B y un subconjunto de moléculas HLA-A
gue tienen el motivo Bw4 definido serolégicamente (determinado por las posiciones de aminodacidos 77-83).
Algunos subtipos KIR3DL1 exhiben un efecto inhibidor mas fuerte en presencia de subtipos HLA-B Bw4 que

tienen isoleucina en la posicion 80 (Bw4-801) en oposicidn a treonina en la misma posicién (Bw4-80T)%4%%, L

os
alotipos HLA-B Bwé6 por otro lado no son ligandos de los receptores KIR, por lo tanto, los homocigotos para
alelos HLA-B Bw6 sirven con un grupo de control negativo apropiado cuando se estudian los efectos de la
enfermedad de los KIR3DL/S1 en combinacién con los alelos HLA-B Bw4. Los alelos activadores KIR3DS1 vy los
inhibidores KIR3DL1 se segregan como alelos del mismo /locus y comparten >97% de similitud en sus dominios
extracelulares. A pesar de esta similitud, no hay evidencia directa de interacciones entre los alotipos KIR3DS1 y
Bw4, aunque la evidencia indirecta de estudios genéticos, funcionales y de genética de poblaciones®®®?
demuestran alguna forma (ya sea directa o indirecta) la interaccién entre ellos. Todos los alelos HLA-C se pueden
clasificar en dos grupos alotipicos distintos, incluyendo a los grupos 1y grupo 2 basados en los dimorfirmos en

el dominio al (serina 77 y asparagina 80, asparagina 77 y lisina 80, respectivamente). El receptor KIR2DL1

inhibitorio interactua con alotipos del grupo 2, mientras que KIR2DL2 y KIR2DL3 (que se segregan como alelos
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del mismo locus) interactian con los alotipos del grupo 1°*°®. KIR3DL2 se une a HLA-A*03 y HLA-A*11°"%,
KIR2DL4 se une a la molécula de clase | no clasica HLA-G*® y KIR2DS4 se une a HLA-A*11 asi como a los grupos 1
y 2 de HLA-C'®. La activacion de KIR2DS1 demuestra una unién débil al grupo 2 de HLA-C*®*, pero con baja
afinidad y su ligando de alta afinidad no ha sido identificado. Los ligandos para la activacién de KIR2DS2, KIR2DS3
y KIR2DS5 y los inhibidores KIR2DL5 y 3DL3 no se han identificado. Debido a la muerte espontanea de los blancos
gue carecen de MHC propios (hipdtesis de la pérdida del reconocimiento de lo propio), inicialmente se pensd
gue las células NK no estaban restringidas por moléculas del MHC, pero ahora es claro que los receptores KIR
inhibidores estan implicados en la restriccion de la funcién citotdxica de las células NK. Datos mas recientes
sugieren que durante el proceso de educacién de las células NK, las interacciones entre receptores inhibidores
expresados en la superficie de las células NK y las moléculas HLA de clase | son importantes para determinar el
potencial funcional para responder y eliminar células anormales que expresan niveles aberrantes de moléculas
HLA'®%. Si bien los KIR inhibidores estan relativamente bien estudiados, la funcién de los KIR activadores sigue
siendo desconocida. Los KIR activadores han evolucionado a partir de sus contrapartes inhibidores de manera
gue se unen a los ligandos HLA de clase | con una afinidad sustancialmente inferior a pesar de tener secuencias
casi idénticas en sus dominios extracelulares. La relevancia bioldgica de las interacciones de baja afinidad entre
la activacién de KIR y las moléculas de clase | no esta clara y no se ha estudiado a profundidad. También ha sido
dificil estudiar la funcién de estos receptores ya que se desconocen sus ligandos de alta afinidad. Podria haber
condiciones especificas que se requieren para las interacciones de alta afinidad, como la modificacidn de las
moléculas HLA por un cofactor o el reconocimiento del HLA cargado con un péptido especifico de la enfermedad.
También es posible que la activacién de los KIR necesite reconocer ligandos no HLA que se expresen de manera
aberrante en células anormales o tumorales. Un informe reciente sugiere un papel alternativo para el péptido
en la activacidn de células NK a través de KIR inhibidores. Los complejos HLA-péptido que se unen débilmente a
KIR inhibidores pueden antagonizar la inhibicién (denominado antagonismo peptidico) y provocar la activaciéon
de las células NK. Los complejos HLA-péptido de baja afinidad interrumpen o bloquean la sinapsis de inhibicidn
directamente o antagonizando el efecto de los complejos de HLA-péptido de alta afinidad'®**®. Por lo tanto,
por ejemplo, los péptidos virales especificos pueden unirse con una afinidad mas baja a un KIR inhibidor,
eliminando de ese modo las sefiales inhibitiorias dominantes y dando como resultado la activacion de las células
NK. En altima instancia, sin embargo, la actividad de las células NK dependera de un equilibrio entre la inhibicidon

y la activacién suministrada a través de una variedad de receptores de células NK, incluida los KIR polimérficos.
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2.4.2 Los loci HLA y el VIH

Los loci HLA se han asociado con mds de 100 enfermedades, incluyendo a enfermedades autoinmunes, tumores
malignos y enfermedades infecciosas. El VIH/SIDA es una de las pocas enfermedades infecciosas que muestra
una clara y consistente asociacion con los loci HLA. La importancia de los loci HLA en la enfermedad del VIH en
relaciéon con todas las demads variantes genéticas humanas individuales ha sido ahora confirmada por varios
estudios de asociacién de genoma completo (genome-wide association studies, GWAS, por sus siglas en inglés)
(ver mas adelante). Los estudios de GWAS apoyan numerosos estudios epidemioldgicos y genéticos
previamente descritos, que habian implicado muchos alelos HLA con la progresion a la enfermedad por VIH (ver
Tabla 3). Por lo tanto, la evidencia previamente descrita sefiala a que los loci HLA son los genes asociados mas

fuertemente con el control diferencial de la enfermedad por VIH en humanos.

Tabla 3. Las asociaciones del antigeno leucocitario humano (HLA) y la enfermedad por VIH-1.

Efecto epidemioldgico hacia la

Genotipo HLA progresion a la enfermedad

Mecanismo sugerido

105,106 107,108

Homocigosis en HLA de clase | Progresidén acelerada Respuesta reducida de CTLs . Escape viral de alelos comunes

Amplia reactividad a través de multiples epitopos conservados en Gagy

B*57 Progresion lenta !
& del fitness viral reducido de las variantes de escape109 12
, Presenta un epitopo inmunodominante en Gag que requiere para
B*27 Progresion lenta pitop ] ; g.q 113-1(1:|6 P
escapar un patrén complejo de mutacién .
L Especificidad de unién a péptidos. Interaccion con ILT4/LILRB2 que
B*35-PX Progresidén acelerada pecifict un . P p I . I e 117{13 au
resulta en disfuncién de células dendriticas™ """ ".

Bw4 Progresién lenta Respuestas mas especificas para el VIH™.

B*51 Progresién lenta Respuestas fuertes de CTLs para epitopos de Gag y Pol™®.
B*58:01 Progresioén lenta Respuestas fuertes de CTLs para epitopos de Gagm.
B*58:02 Progresién acelerada Respuestas inefectivas de CTLs a epitopo de Env'®.

. ., Respuesta dirigida a un epitopo conservado de Nef™®. Respuesta

B*13 Progresioén lenta

124

amplia de CTLs especificas para Gag
B*81:01 Progresién lenta Capacidad replicativa baja de variantes de escapelz‘r’.

Supertipo DR1 3 y haplotipo

DRB1*13-DQBI1*06 Progresién lenta Seleccidén de un epitopo Th1l altamente conservado en Gaglzs.
DRB1*01 Proteccidn contra la infecciéon Desconocido™ %%,
Susceptibilidad aumentada a la
DRB1*15:03 Usceptidl I. u Desconocido™"*%,
infeccion
DRB1*13:03 Niveles de carga viral reducidas Desconocido™.

2.4.3 Ventaja de los heterocigotos en los loci HLA

Las frecuencias alélicas HLA de clase | y Il se encuentran distribuidos mas uniformemente de lo esperado por el
azar, con un exceso de alelos de frecuencia intermedia, lo que sugiere que la fuerza de seleccién neutral o
equilibrada a través de la interaccidén entre el hospedero y la infeccidn por patégenos que actian sobre estos
loci™***3!, Debido al extenso polimorfismo y la distribucién uniforme de la mayoria de los alelos, la homocigosis

en los loci de clase | no es muy comun, y pocos individuos son homocigotos en los tres loci. La funcién principal

de las moléculas HLA es presentar antigenos extranos (virales o tumorales) para provocar la respuesta de las
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células T, por lo que el nimero de alelos distintos HLA expresados en la superficie celular estd directamente
relacionado con el rango de antigenos extranos que el hospedero puede presentar a las células T. Por lo tanto,
los individuos que son heterocigotos en los loci HLA podran presentar un repertorio mas amplio de péptidos
antigénicos a las células T en comparacion con los homocigotos, ejerciendo asi una mayor presion de seleccidn
sobre el patdgeno para escapar de las repuestas de CTLs, que a su vez puede afectar el fitness o la capacidad
replicativa del patdgeno. Segun esta hipdtesis, cabria esperar que los individuos homocigotos para HLA
progresaran mas rapidamente a SIDA (<200 células CD4+/ul de sangre o presentar cualquiera de las mas de 20
enfermedades oportunistas definitorias de SIDA) que los individuos heterocigotos después de la infeccion por
VIH. De hecho, usando una gran cohorte de individuos infectados con VIH con fechas conocidas de
seroconversion, se demostré una asociacién altamente significativa entre la homocigosis en los alelos HLA de
clase | y la progresién rapida al SIDA tanto en caucasicos con en afroamericanos. Se observd que los tres loci de
clase | contribuyeron independientemente a la asociacién, y el efecto fue mas pronunciado en los individuos

que eran homocigotos en dos o tres loci*®. Se observaron resultados similares para los homocigotos en HLA-A

132 | os datos obtenidos de los monos Cynomolgus, que tienen un conjunto

y HLA-B en otro estudio reportado
restringido de haplotipos MHC, también respaldan el efecto protector de la heterocigosidad en donde los
animales heterocigotos para los alelos CPH (o MHC) tienen cargas virales mds bajas del virus de la
inmunodeficiencia simiana crénica (VIS o SIV, por sus siglas en inglés) en comparacién con los animales

1% En general, los datos sugieren que los individuos homocigotos para los alelos HLA reconocen

homocigotos
una gama mas amplia de péptidos de VIH-1, lo que da como resultado respuestas especificas de CTLs mas
eficientes contra el patdégeno. También puede llevar al virus un mayor tiempo para acumular mutaciones de
escape en individuos heterocigotos HLA en relacidén con individuos homocigotos.

Una interpretacion alternativa de los datos esta basada en una hipdtesis (o un modelo) de selecciéon
dependiente de frecuencia (o ventaja de los alelos raros o infrecuentes), que argumenta que el VIH se adapta a
los alelos HLA que son comunes en la poblaciéon. Son estos alelos los que se observan con mayor probabilidad
en homocigosis. Los individuos heterocigotos HLA por otro lado son mds propensos a portar alelos raros (en
combinacidn con alelos comunes), a los que el virus no se ha adaptado, y por lo tanto las personas con estos
alelos son mas capaces de contener al virus. En apoyo de la hipdtesis de la ventaja de los alelos raros, se ha
demostrado una correlacion positiva entre la carga viral (CVp) y la frecuencia de los supertipos HLA de clase I'%,
Ademads, un estudio reciente que involucré cohortes de VIH de cinco continentes demostrd una fuerte

correlacidn positiva entre la frecuencia de mutaciones de escape de un epitopo de clase | y la prevalencia de los

alelos HLA de clase | que lo restringen, sugiriendo la existencia de la adaptacion viral a los alelos HLA a nivel
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poblacional'®. Es plausible que tanto la ventaja de los heterocigotos como la ventaja de los alelos raros jueguen

un papel en las personas infectadas por el VIH.

2.4.4 Diversidad de los alelos HLA de clase | y la progresion a la enfermedad por VIH

Distintos alelos HLA pueden mediar respuestas diferenciales a la infeccién por VIH en funcién de su capacidad
para contener la replicacidn del VIH. El locus HLA-B es el mas polimérfico de todos los loci HLA (http://www.ebi.
ac.uk/imgt/hla, ver Tabla 4). Estudios de datos funcionales también respaldan el papel dominante de los alelos
HLA-B en el control del VIH. Un estudio con una gran cantidad de individuos infectados por VIH mostré que la

mayoria de las respuestas de células T CD8+ (citotéxicos o CTLs, por sus siglas en inglés) estaban restringidas

por HLA-B y que la variacion en la CVp se asociaba predominantemente con la variacién en el locus HLA-B'**.

Entre los efectos protectores de los alelos HLA identificados hasta la fecha, una de las asociaciones mas

121,133-136

consistentes han sido con el grupo alélico B*57 . Casi el 40% de los controladores élite expresan algun

alelo B*57 en comparacion con solo el 9% de los que no son controladores, que es aproximadamente la misma

frecuencia observada en la poblacién general®>**. Los portadores de alelos B*57 también son menos

137

propensos a presentar sintomas de la infeccion aguda por el VIH-17"". Multiples estudios de asociacidn a nivel

de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) también han demostrado que los SNPs (polimorfismos de
un nucleétido) en LD (desequilibrio de ligamiento) con alelos B*57 mostraron una fuerte asociacion con un bajo
set point viral de VIH. Quizds, debido al efecto inmunodominante de B*57 sobre el VIH, las respuestas de CTLs
restringidas por las moléculas B*57 en la infeccidn por VIH han sido muy bien estudiadas y proporcionan una

idea del mecanismo detras de esta proteccién. Las moléculas B*57 se unen a varios epitopos inmunodominantes

110,138-141

localizados en regiones conservadas de la proteina viral Gag , incluyendo al epitopo frecuentemente

restringido Gag TW10'*3, y las respuestas de CTLs a estos epitopos altamente conservados pueden mantener
una CVp suficientemente baja. El alelo caucasico B*57:01 y el estrechamente relacionado B*57:03 (de origen

africano) ambos unen el mismo péptido de Gag a pesar de que utilizan repertorios de receptores de células T

142,143

(TCR, por sus siglas en inglés) mutuamente excluyentes . Existe una fuerte evidencia de que las células T

CD8+ ejercen una extrema presidn de seleccién sobre las secuencias del VIH a lo largo de la infeccion™'%414°,

Las mutaciones de escapes pueden comprometer la respuesta de las células T CD8+ al alterar la unién de los
péptidos virales a la molécula HLA de clase | o al alterar el reconocimiento por el TCR, o pueden dar como

resultado una capacidad replicativa (fitness viral) significativamente reducida de las variantes de escape de los

109,111

individuos que expresan B*57 . Cuando estds mutantes de escape se transmiten a un individuo B*57

negativo, las mutantes restringidos por B*57 tienden a revertir al tipo silvestre'*
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consenso circulante en la poblacidn), lo que indica de su efecto perjudicial sobre la capacidad replicativa (fitness
viral). Las respuestas de CTL restringidas por las moléculas B*57 también parecen implicar a un grupo mayor de
células T virgenes con una mayor reactividad cruzada en comparacién con la de otros alelos HLA, que puede
contribuir al control de la replicacién viral y también puede prevenir hasta cierto punto el escape viral*°.
Curiosamente, pequefias diferencias entre los alelos B*57 (denominados micropolimorfismos HLA) pueden
tener un impacto significativo en el control del VIH como se sugiere en un estudio de individuos infectados con
el VIH clado C en el que B*57:03 se asocié con set point virales bajos en comparaciéon con B*57:02 y el alelo
relacionado B*58:01%'. Se demostré que estos tres alelos restringian epitopos Unicos de VIH y ejercian
diferencias en la presidn de seleccidn sobre el virus, destacando asi el efecto de pequefas diferencias entre las
moléculas HLA (por ejemplo, B*57:02 y B*57:03 difieren en un solo aminodacido en posicion 156) en la capacidad
de controlar el virus. Un informe publicado en el 2011 demostré que las células T CD8+ restringidas por los alelos
protectores B*57y B*27 son resistentes a los efectos supresores de las Tregs (células T CD4 o CD8 con actividad

supresora) porque expresan niveles muy bajos de Tim-3"*

. Ademas, se demostré que los CTLs restringidos por
B*57y B*27 eran capaces de matar directamente a Tregs. Tim-3 regula negativamente la respuesta inmune tras
la interaccion con su ligando Gal-9™>%, que es expresado constitutivamente por las Tregs™”. El efecto general es
qgue los CTLs restringidos por estos alelos no se suprimen, lo que les permite funcionar al maximo durante la
infeccidn crdénica. En conjunto, las caracteristicas de las respuestas de CTLs restringidas por B*57 pueden
explicar su funcién protectora en la infecciéon por VIH. Ademas, los alelos B*57 pueden intervenir en la
regulacion de la funcion de las células NK a través de su interaccion con el receptor KIR3DL1/S1 (ver mas abajo),
que también puede contribuir a la proteccion de B*57 contra la progresion hacia la enfermedad por VIH/SIDA.
El alelo HLA-B*27 también se asocia con una progresiéon mas lenta hacia el SIDA y el control de los niveles de

Cvp'¥ 3413813 Aligual que B*57, B*27 reconoce un epitopo conservado en Gag, pero a diferencia de B*57, su

restriccion se centra en un Gnico epitopo de Gag llamado KK10'***

. La restriccion del epitopo KK10 suprime
eficazmente la replicacién del VIH y retrasa significativamente la aparicién del SIDA. El epitopo KK10 se
encuentra en una region conservada y puede tolerar muy poca variacién. En consecuencia, bajo la presién
selectiva de B*27, el virus debe experimentar un patrén complejo de mutaciones para evitar el reconocimiento,
pero una vez que el virus escapa completamente, es capaz de replicar a niveles del virus consenso o silvestre

114'115'156. En contraste con las

(wildtype)'*®, lo que resulta en una progresién rapida a la enfermedad por VIH
mutaciones de escape de B*57 que tienden a revertir al virus wiltype en sujetos B*57, las mutantes de escape
a B*27 parecen ser mads estables (debido a las mutaciones compensatorias que aumentan el fitness viral) tras la

transmision a sujetos B*27''°. Ademas, la transmision de la variante de escape a B*27 positivos da como
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resultado que el hospedero receptor no controle la replicacién del virus™’

. También se ha sugerido un
mecanismo alternativo de evasidn viral. Un estudio encontrd que una variante de escape de CTL del epitopo
KK10 con una sustituciéon de aminodacido de leucina por metionina en la posicién 6 (L6M) era capaz de provocar
una respuesta de células T CD8+ secundaria (respuesta de novo) que utiliza un repertorio de TCRs alternativo,
pero también mejord sustancialmente la unién del complejo B*27-KK10 L6M al receptor inhibidor de ILT4

138 Esta interaccidn da

(recientemente denominado como LILRB2) que se expresa en células mielomonociticas
como resultado un fenotipo tolerable o permisible en estas células por una expresion disminuida (en la
superficie celular) de marcadores de maduracién de células dendriticas (DC, por sus siglas en inglés) y moléculas
coestimuladoras. La disfuncién de las DC a su vez puede resultar en un deterioro funcional de las células T CD8+.
A diferencia de B*57 y B*27, los alelos del grupo alélico HLA-B*35 se asocian consistentemente con la

105,117.159-161 | efecto B*35 parece ser mas

susceptibilidad hacia la progresién a la enfermedad por VIH
pronunciado en las personas de ascendencia europea o caucasica que en las de ascendencia africana, lo que
plantea la cuestidn de si los subtipos B*35 especificos son responsables de este efecto. De hecho, el andlisis de
los subtipos B*35 indicd que la progresion rapida al SIDA entre los sujetos B*35 positivos se debe a los alelos
menos comunes B*35:02 y B*35:03, y no al alelo mucho mas comun B*35:01'". El alelo B*35:01 es el subtipo
de B*35 mas predominante en individuos de ascendencia africana, mientras que los subtipos B*35:02/03 sélo
se detectan o expresan esporadicamente, lo que probablemente explica la falta de asociacién de B*35 con la
progresion al SIDA en los afroamericanos. Esta dicotomia de los subtipos B*35 puede estar basada en su
especificidad de union de péptidos virales. El alelo expresado frecuentemente B*35:01 une preferiblemente
epitopos con prolina en la posicion 2 (P2) y tirosina en posicién 9 (P9) (denominado B*35-PY). Mientras que los
alelos B*35:02/03 vy el relacionado B*53:01 (denominados grupo B*35-PX) son mas ampliamente reactivos y
unen epitopos con prolina en P2, pero aceptan varios aminoacidos en P9 (pequefios residuos hidrofébicos como
leucina, metionina o valina), aunque los aminoacidos con cadenas laterales aromaticas (incluida el residuo

tirosina) estan desfavorecidos (de alli el nombre B*35-PX, por unir cualquier residuo, pero no tirosina)*****. L

a
principal diferencia entre los grupos B*35-PX y PY estd en la posiciéon 116 de la molécula HLA-B (tirosina o
fenilalanina para PX frente a serina para PY), que forma el suelo del sitio de unién a péptido del bolsillo F (F-
pocket) y que interactia directamente con el residuo P9 del péptido que se une'®. Estos resultados acenttan
aun mds que variaciones menores (micropolimorfismos) en las moléculas HLA de clase | pueden tener un
impacto significativo en la patogénesis del SIDA. Sin embargo, la especificidad de unién del péptido puede no

explicar la diferencia entre los subtipos B*35 en la progresién a la enfermedad por VIH, ya que los datos de

estudios in vitro no respaldan claras diferencias en las especificidades de la unién al péptido entre los B*35-PX
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y B*35-pY*®>1% por el contrario, los ensayos funcionales han demostrado que el nivel de CTLs Gag especificos
esta correlacionado inversamente con las CVp en individuos B*35-PY pero no B*35-PX, lo que sugiere una
diferencia en la calidad y/o cantidad de la actividad de CTLs VIH especificas entre los individuos B*35-PX y B*35-
PY positiv05167.

Recientemente, se sugirid una nueva vision del efecto de susceptibilidad de B*35 que involucra a las células

118

dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés)™ ™", que son cruciales en la regulacién de las respuestas de CTLs. La

actividad de las DCs estd regulada por una serie de receptores inhibidores y activadores, uno de los cuales es el
transcrito 4 inhibidor tipo inmunoglobulina (ILT4, por sus siglas en inglés, ahora denominado LILRB2'®%*%). Se
demostré que los tetrameros de B*35-PX se unen a ILT4/LILRB2 con mayor afinidad que los tetrdmeros de B*35-
PY cargados con los mismos péptidos de VIH, lo que puede conducir a la disfuncionalidad de las DCs y una

118
d

acelerada progresion a la enfermedad™°. Notablemente, ILT4/LILRB2 se regula positivamente durante la

infeccién por VIH*'°.

Aunque los alelos B*57, B*27 y B*35-PX se asocian consistentemente con tasas diferenciales hacia la progresién
a la enfermedad por VIH/SIDA, su influencia parece producirse durante distintos intervalos después de la
infeccidn por VIH. Usando una cohorte de >2600 individuos VIH+, se determinaron los efectos de estos alelos
en la progresidon a intervalos distintos después de la infeccidn: seroconversién a <200 CD4; <200 CD4 a la
presentacion de enfermedad definitoria de SIDA; y la enfermedad definitoria de SIDA a la muerte®*?. Este estudio
concluyd que ninguna de las asociaciones parece durar todo el curso de la enfermedad, mas bien, cada alelo se
dirige a un intervalo distinto de la progresion a la enfermedad por VIH. El efecto de B*35-PX es efimero durante
la etapa mas temprana de la disminucidn de las células T CD4+. La protecciéon mediada por B*57 también ocurre
temprano después de la infeccion, pero una vez que los conteos de células T CD4+ han caido a <200 células/ml
de sangre, el efecto protector de B*57 comienza a disminuir. Por el contrario, el grupo alélico B*27 no muestra
una proteccion significativa en las primeras etapas antes de que los conteos de células T CD4+ hayan disminuido,
pero retrasa significativamente la progresion a una enfermedad definitoria de SIDA después de la deplecidn de
CDA4. El momento discreto de la influencia de los alelos HLA sobre el VIH sugiere que el efecto HLA no es
necesariamente uniforme y puede depender de la naturaleza de los epitopos antigénicos reconocidos por estos
subtipos.

Ademads de las principales asociaciones candnicas descritas anteriormente, también se han descrito otras
asociaciones con alelos HLA de clase | y la progresiéon a la enfermedad por VIH (ver Tabla 3). Los alelos HLA-B
con el dominio Bw4 (definido histéricamente por serologia, recientemente definido por los aminodcidos 77-83)

se han correlacionado con la proteccidn hacia el avance a la enfermedad por VIH en una serie de estudios™***"*,
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Cuando se traté como un grupo, la proteccién de Bw4 es relativamente mads débil y menos consistente en
comparacion con B*27 o B*57 (ambos portadores de Bw4). Sin embargo, cuando los alelos HLA se clasificaron
por riesgo relativo, hay una clara tendencia a que los alelos Bw4 positivos se agruparon del lado protector (Figura
12). Otros alelos que se asocian con la progresién a la enfermedad por VIH incluyen a los alelos protectores
B*13'312% B*51.01"**, B*58:01'%'*' y B*81:01''"?, y el alelo susceptible B*58:02'*'?*, Algunos de estos
alelos tienen frecuencias alélicas distintas entre las poblaciones, lo que puede explicar las asociaciones

inconsistentes en los diferentes estudios de cohortes.

Figura 12. Efecto de los alelos HLA-B sobre el conteo de CD4 y la CVp a través del tiempo.
En las graficas se muestra el cambio promedio de la raiz cuadrada de los conteos de células T CD4+ (panel izquierdo) y de la carga viral plasmatica
(CVp, panel derecho) a lo largo del tiempo y los intervalos de confianza de 95% (que se determinaron mediante regresiones lineales de efectos
mixtos). Los alelos HLA-B se ordenan desde los mds protectores (arriba) a los menos protectores o de riesgo (abajo). La linea vertical que se encuentra
en el medio de cada grafica representa el promedio de la muestra. Los intervalos de confianza de los alelos que se desvian significativamente del
valor promedio no cruzan la linea promedio. Los alelos HLA-B Bw4 se muestran en color verde. Figura tomada de la referencia’’>.

2.4.5 Diversidad de los alelos HLA de clase Il y la progresidn a la enfermedad por VIH

Los linfocitos T CD4+ desempeiian un papel critico en la respuesta inmune y al mismo tiempo son el blanco

174

principal de la infeccién por VIH™"". Aunque la mayoria de los linfocitos T CD4+ no estdn infectados vy, por lo

tanto, son capaces de contribuir a la respuesta antiviral, existe un deterioro significativo en su capacidad

175,176

proliferativa en individuos VIH+ virémicos . Ademas, se requieren de los T CD4 para el desarrollo y

177-180

mantenimiento de los linfocitos T CD8+ citotdxicos . A pesar del papel de las células T CD4+ en la respuesta
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antiviral, los datos sobre el efecto de la variacién genética en los loci HLA de clase Il sobre la progresién a la
enfermedad por VIH no son tan convincentes como los de clase I. Sin embargo, hay cierta evidencia de varios
estudios que indican un efecto de los alelos/haplotipos de clase Il especificos sobre la progresion a la
enfermedad por VIH. Se ha descrito un efecto protector para el grupo alélico HLA-DRB1*01 y un efecto

127,128,181

susceptible para DRB1*15:03 entre las poblaciones africanas . DRB1*13:03 se ha asociado con niveles

de CVp reducidos en poblaciones infectados con los clados B y C'*°, y el haplotipo DRB1*13-DQB1*06 ha

126

demostrado una asociacién con el control viral después de la interrupcién del TAR™. También se ha descrito

que los individuos que expresan DRB1*13:01 tiene menos probabilidades de transmitir el virus a sus parejas
seronegativas, a pesar de la falta de efecto sobre la CVp*®.

Las vacunas antivirales mas exitosas son aquellas que provocan anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, para
un virus altamente variable como el VIH, el disefo de la vacuna puede ser desafiante debido a las dificultades
asociadas con la obtencién de anticuerpos ampliamente neutralizantes que serdn efectivos contra todos los
aislados. Curiosamente, un pequefio porcentaje de individuos infectados por VIH desarrollan anticuerpos

182-185

protectores ampliamente neutralizantes , Yy sera importante determinar si la variacidon de los loci HLA de

clase Il juega un papel en la calidad y cantidad de anticuerpos anti-VIH.

2.4.6 Los estudios de asociacion a nivel de genoma completo (GWAS) en la enfermedad por VIH
Se anticipd un estudio de asociacién a nivel de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) cuando se

realizé el primero de los mismos en el afio 2007'%°

. Pudo haber sido decepcionante para algunos que la variante
mas significativa del genoma fue una que sefialé al alelo B*57:01 (rs2395029 en HCP5), pero para aquellos que
estudian los efectos genéticos de HLA clase | en la progresion a la enfermedad por VIH, fue un testimonio de la
importancia de estos loci en la determinacién del resultado clinico después de la infeccidon por VIH. Desde
entonces, varios GWAS han identificado a la regién del complejo principal de histocompatibilidad (CPH o MHC,
por sus siglas en inglés) como los loci dominantes en términos de su influencia en la progresion a la infeccion

186,187 De hecho, el tnico locus identificado en estos estudios fue

por VIH, incluidos los dos estudios mas grandes
la regidon HLA de clase |, especialmente en la regién de los genes HLA-B y HLA-C (Figura 13). Otras variantes
cercanas a genes interesantes fuera del MHC, como CXCR6 y PARD3, también han mostrado significancia

gendmica, pero no se han replicado en segundos estudios.
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Figura 13. Estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) en sujetos VIH+ de origen caucasico.
Se muestra una grafica Manhattan con 1.3 millones de SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) autosémicos del GWAS que se realizé en individuos
VIH+ de origen caucésico. Se compararon a individuos controladores (aquellos con CVp <2000 copias de RNA de VIH/ml durante 3 muestras en un
rango de 12 meses) contra progresores cronicos con enfermedad avanzada. Sélo los SNPs en el MHC en el cromosoma 6 y en ningln otro lugar

alcanzaron el umbral de significancia en todo el genoma. El umbral de significancia esta indicado por una linea horizontal punteada (valor p <5x10E-

: . 187
08). Los SNPs se alternan de color azul y rojo entre los cromosomas. Tomada de la referencia™".

La mayoria de los GWAS disefiados para estudiar los resultados después de la infeccién por VIH han usado

|188

muestras de individuos de origen caucasico con la excepcién de los publicados por Pelak et al™" y Pereyra et

al’®’. Ambos estudios sugieren que HLA-B*57:03 tiene el mayor efecto y se sabe que este alelo se asocia con la

protecciéon en personas de ascendencia africana. La falta de una asociacién clara en la infeccién por VIH
identificada a través de GWAS ha planteado la posibilidad de que las variantes genéticas raras puedan proteger

189,190

de la infeccidn por VIH, pero son dificiles de descubrir dado el poder estadistico de los GWAS . La variante

rs9264942 localizada a 35Kb rio arriba (upstream) de la regidn codificante del gen HLA-C fue la segunda

186

asociacién significativa e independiente en el estudio Euro-CHAVI™ y la asociacién mas significativa en el

187 Aunque este polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, por sus

analisis del International HIV Controller Study
siglas en inglés) estuvo ausente en las versiones anteriores de los chips de Illumina utilizadas por algunos
estudios, otra variante, rs10484554, que se encuentra muy cerca de rs9264942, se identificé como significativo

a nivel de genoma completo en el andlisis de la CVp temprana en el estudio PRIMO/ANRS01"*

. Es probable que
este SNP esté identificando el mismo efecto de rs9264942 a través de su desequilibrio de ligamiento. En el
articulo de Pereyra et al'® llevaron el analisis de datos de GWAS a un paso mas alla al analizar los residuos de
aminodacidos individuales dentro de los loci HLA después de la tipificaciéon HLA o la imputacién de los subtipos
HLA. Estos datos mostraron que las asociaciones de los SNPs derivados de los datos de GWAS se debieron
principalmente a polimorfismos en aminoacidos que se encuentran en el surco o sitio de unidn al péptido de la
molécula HLA-B, y en particular en las posiciones de aminodcidos 67, 70 y 97 en HLA-B (Figura 14), que son todos

altamente polimérficos, que participan en la interaccidn directa con los péptidos que unen, y que se encuentran

en fuerte desequilibrio de ligamiento (LD) con las otras variantes implicadas en la unién de péptidos. No existe
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una funcién conocida de estas posiciones de aminoacidos en el control del VIH mas alld de su participacién en
la unién de péptidos, con la excepcidon de un dimorfismo en la posicidon 245 en el dominio a-3 de la molécula de
clase |, que también mostré una asociacién significativa con el control del VIH y se sabe que afecta la fuerza de

la interaccion entre la molécula HLA y la molécula CD8"*** (Figura 14).

Figura 14. Aminoacidos del surco de unién a péptido de la molécula HLA-B asociados en GWAS al control del VIH.
Representacidn tridimensional (a-hélices y B-plegadas) del surco de unién a péptidos de la molécula HLA-B, en donde se sefialan las posiciones de

aminodcidos (esferas de color naranja) 62, 63, 67, 70 y 97 asociadas en GWAS al control de la replicacién del VIH. Acomodado en el centro del surco

de unidén a péptido se muestra el epitopo. Figura tomada y modificada de la referencia’®’.

Se ha informado varias veces que la heterocigosidad para CCR5A32 (deplecién de 32 pares de bases del gen
CCR5), una variante que no esta en desequilibrio con ningtiin SNP en los chips, tiene un efecto modesto sobre la

194

progresion a la enfermedad por VIH antes de los GWAS™™", pero esta variante no mostré una asociacion

significativa hasta que fue interrogado con nimeros muy grandes*****,

2.5 Complejo Principal de Histocompatibilidad
2.5.1 Organizacion Genética

El complejo principal de histocompatibilidad (CPH o MHC [Major Histocompatibility Complex], por sus siglas en
inglés) es un grupo de genes que abarca una regidn extensa del genoma de la mayoria de los vertebrados y que
juega un papel fundamental en el establecimiento de la respuesta inmune, la autoinmunidad y en el éxito

reproductivo. Los genes MHC se localizan en el brazo corto del cromosoma 6, especificamente en la banda
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6p21.3 ocupando aproximadamente 4 megabases (Mb, millén de pares de bases). Muchos de estos genes estadn
relacionados entre si, funcional y estructuralmente. EIl MHC fue descubierto como un locus extendido con un
alto contenido de genes sumamente polimdrficos que determinaban el prondstico de los tejidos transplantados
entre individuos. Los primeros descubrimientos se realizaron en cepas cosanguineas de ratones que tenian
rechazo agudo a injertos tisulares™®®*?’.

La region de genes que comprende al MHC esta dividido de manera arbitraria en tres regiones designadas como
clases, estas son clase |, Il y lll, mismas que en conjunto contienen mas de 200 /oci, aunque se piensa que existen
muchos mds genes sin funcidn conocida aun. La regién de la clase | se encuentra en el extremo mas telomérico
del MHC, ocupa aproximadamente 2 Mb y hasta ahora se conocen 25 loci, aunque se calcula que podria tener
mas de 50. La region de clase Il es la mas centromérica del MHC, tiene un tamafio de aproximadamente 0.8Mb
y contiene unos 34 loci. La region clase lll se encuentra entre los genes de la clase | y I, ocupa unas 2.2Mb vy
contiene 63 loci (iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Se calcula que aproximadamente el 10%

de la secuencia de DNA del MHC codifica para proteinas funcionales, pero la funcién del 90% restante se

desconoce.

MHCdeclase Il

MHCde clase Il

MHCdeclase |

MHCdeclase |

Figura 15. Mapa genético detallado de los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad.
Se muestra un mapa de la organizacidn de las clases I, Il y Il de los genes del CPH con distancias genéticas aproximadas en pares de bases (pb). Los
genes con funcidn conocida son mencionados en el texto. Los genes adicionales indicadas en la clase | (por ejemplo, E, F y G) pertenecen a esta clase
codificadas como moléculas Ib (no clasicas); los genes adicionales en clase | son pseudogenes. Los genes mostrados en la clase Il codifican para
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proteinas del complemento C4 (dos genes, C4A y C4B), C2 y el factor B (en el mapa aparece como Bf), asi como los genes que codifican para TNFa y
linfotoxina (LTAy LTB). Cercanamente relacionados a los genes C4 se encuentra el gen de la 21-hidroxilasa (CYP 21B). Los genes en color gris y escritos
en itdlicas son pseudogenes. Los genes en rojo son de HLA clase |, con excepcién de los genes MIC, que estan en azul. Los genes HLA clase Il se

muestran en amarillo. Los genes que tienen funcidon inmunoldgica y que estén en la region MHC (pero no relacionados con HLA clase | y II) se muestran

e ._198
en morado. Tomado y modificado de la referencia™.

2.5.2 Genes MHC de clase |

Algunos genes del MHC reciben nombres especificos dependiendo de la especie en que se encuentren. En el
humano, esta familia de genes se conoce como Antigeno Leucocitario Humano o HLA (por sus siglas en inglés,
Human Leucocyte Antigen). En ratones, estos genes se llaman H2 y presentan una alta homologia con el HLA
humano. Los genes HLA agrupados en la region de clase | del MHC codifican para proteinas que se expresan en
la superficie de la mayoria de las células de los vertebrados que los presentan. Estas proteinas tienen la funcién
de presentar péptidos al receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés, T Cell Receptor) provenientes de
patdégenos intracitoplasmaticos (como algunos virus) y de antigenos tumorales, y que son procesados en el
interior de las células. Algunos genes HLA parecen haber perdido esa funcidn ya que, aunque la estructura de la
proteina sugiere que en alglin momento tuvieron la capacidad de unir péptidos, no son capaces de presentarlos
en la superficie celular. La estructura de las proteinas codificadas por esos genes atipicos es muy distinta a la
estructura de las proteinas codificadas por los genes HLA de clase | lamados clasicos. Aun cuando los genes
atipicos no presentan necesariamente funciones inmunoldgicas precisas, algunos expertos los consideran
funcionalmente relacionados a los genes clasicos™.

En la regién de clase |, los loci de HLA estdn entremezclados con otros loci no relacionados y cuya funcién
inmunoldgica se desconoce, algunos ejemplos de ellos son el locus que codifica para la cadena de B tubulina, el
gen de la proteina de unién a GTP, el factor de transcripcion de unidén a octameros, entre otros.

De los loci HLA de clase |, se sabe que ocho de ellos son genes funcionales (HLA-A, B, C, E, F, G, MICA y MICB),
cuatro son pseudogenes (HLA-H, J, Ky L), cuatro son pseudogenes truncados (HLA-75, 16, 80 y 90) y tres son
fragmentos de genes (HLA-17, 21y 30). Los genes HLA clase | se dividen en dos categorias: clase lay clase Ib, los
de clase la (genes clasicos; HLA-A, By C) unen péptidos y los presentan al receptor de células T, estas proteinas
se expresan en la superficie de las células somaticas, pero en mayor cantidad en células linfoides y en
poblaciones humanas tienen un alto grado de polimorfismo. Las proteinas codificadas en los genes de clase Ib
(genes no clasicos; HLA-E, F y G) presentan péptidos a un subgrupo de células T, su patrén de expresion en los

200 (bajo

tejidos es distinto al de las moléculas la y presentan un ndmero reducido de variantes o alelos
polimorfismo). Los loci HLA-E, -F y -G parecen tener aun restos de funcionalidad o bien se han especializado en

presentar ciertos péptidos con otros ligandos, en el ratdén algunas moléculas clase |b aparentemente se han
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especializado en presentar péptidos codificados en genes del DNA mitocondrial. Finalmente, también estan los

201

pseudogenes recientemente inactivados y pseudogenes truncados” "~ (fragmentos de genes) que no presentan

ninguna funcion.

2.5.3 Genes MHC de clase Il y I

La regidon de clase Il contiene una gran cantidad de genes tales como los LMP2 y LMP7 que codifican para
subunidades del proteasoma y los genes TAP1y TAP2 que codifican para proteinas transportadoras de péptidos,
también se encuentra el pseudogen HLA-Z1. Las moléculas HLA de clase Il son heterodimeros formados por una
cadena alfa y otra beta y estan clasificadas en cinco familias: HLA-DP, -DN, -DM, -DO, -DQ y -DR. Cada una de
estas regiones incluye dos genes: Ay B, que codifican para la cadena a y B respectivamente. Notoriamente, las
dos cadenas que forman una molécula HLA de clase Il provienen de la misma familia; asi por ejemplo la cadena
DP alfa se asocia con una cadena DP beta y una DM alfa con DM beta. Con respecto a la familia DR, todos los
humanos tienen un locus DRA (DR alfa) pero difieren en el nimero de /oci DRB por cromosoma (pueden ser de
2 a 5 loci diferentes). Se conocen nueve loci DRB: HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 y -DRB5 que son funcionales; HLA-
DRB2, -DRB6, -DRB7 y -DRB8 que son pseudogenes; y HLA-DRB9 que es un gen truncado. Los diferentes nimeros
y combinaciones de los genes DRB definen varios haplotipos HLA-DR.

La regidn de clase lll contiene genes que estan principalmente involucrados en la inmunidad natural. En primer
lugar, encontramos los genes que codifican para los componentes iniciales de la cascada del complemento como
C4, C2 y el factor B, asi como los genes del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la linfotoxina. Ademas,
existen otros genes como los de las proteinas de choque térmico, la 21-hidroxilasa, la valil-tRNA sintasa, entre

otros.

2.5.4 Estructura de las moléculas HLA

Tanto los genes de clase | como los de clase Il estdn divididos en exones e intrones; el gen completo, excepto su
region reguladora, es transcrita a RNA, pero los intrones son removidos durante el procesamiento del transcrito
primario®®%. La organizacion de los exones e intrones de los genes HLA de clase | es muy similar a la de otras
especies de vertebrados. Cada gen de clase | contiene 6 o 7 exones, el exdn 1 abarca la regiéon 5 no traducida
(5°UT) y un pequefiio espacio de DNA que codifica para el péptido seiial. La regién 5'UT es transcrita a RNA que
forma parte de la secuencia de mRNA pero no es traducida a proteina. El péptida sefial es el responsable del

paso de la proteina a través de la membrana durante la sintesis en el reticulo endopldsmico, después de esto el
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péptido sefial es eliminado. Los exones 2, 3 y 4 codifican para tres dominios denominados al, a2 y a3
respectivamente®® (Figura 16).

Las moléculas de clase | constan de dos cadenas polipeptidicas unidas de forma no covalente: una cadena alfa
(cadena pesada) codificada por genes HLA de 44 a 47kDa y una subunidad de 12kDa no codificada en el MHC
denominada B,-microgobulina. Cada cadena alfa estd orientada de manera que aproximadamente tres cuartas
partes del polipéptido se extienden hacia el medio extracelular, un breve segmento hidrofébico cruza la
membrana celular y los residuos carboxilos terminales se localizan en el citoplasma. Los segmentos amino
terminales, cada uno con una longitud aproximada de 90 residuos, interactian para formar una plataforma de
una ldmina de 8 hebras antiparalelas con plegamiento beta que soportan dos hebras paralelas de hélice alfa.
Esto forma la hendidura de unién a péptidos de las moléculas de clase I. El tamafio que tiene es suficientemente
grande (aprox. 25A x 10A x 11A)1 para unir péptidos de 8 a 11 aminoacidos con una conformacién extendida y
flexible. Los extremos de las hendiduras de union a péptidos de clase | estan cerrados de forma que los péptidos
grandes no pueden unirse.

Los dominios al y a2 contienen los sitios de unién a péptidos producidos durante el procesamiento de
antigenos; a estos dominios se les llama dominios de unién de péptido. El dominio a3 tiene una estructura
caracteristica que también existe en las inmunoglobulinas, este segmento es altamente conservado en todas las
moléculas de clase I. El exdn 5 codifica para la regidon transmembranal de la molécula y los exones 6y 7 para la
region citoplasmica de la proteina. En el extremo carboxilo terminal del dominio a3 hay una extensién de
aproximadamente 25 aminoacidos hidrofébicos que atraviesa la bicapa lipidica de la membrana plasmatica.
Inmediatamente después existen unos 30 residuos localizados en el citoplasma en los que se incluye un grupo
de aminoacidos basicos que interactian con la cabeza de los fosfolipidos de la cara interna de la bicapa lipidica
y que anclan las moléculas de HLA en la membrana plasmatica.

El locus del gen de la B,-microgobulina se encuentra en el cromosoma 15. La B,-microgobulina interactia de
forma no covalente con el dominio a3, es estructuralmente homéloga a un dominio Ig y no varia en todas las

moléculas de clase I.
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Figura 16. Estructura de las moléculas HLA de clase I.
El diagrama de la izquierda ilustra las diferentes regiones de la molécula HLA de clase | (no en escala). Las moléculas HLA clase | estan compuestas de
una cadena polimdrfica a unida no covalentemente a una B,-microglobulina no polimérfica. Se observa que los dominios al y a2 contienen un sitio
de unién a péptido; el dominio a3 estd unido no covalentemente a B,-microtubulina; una regién hidrofébica que atraviesa la membrana; y una
pequeiia cola intracitoplasmatica carboxilo terminal. El diagrama de cintas (derecha) muestra la estructura de la porcion extracelular de una molécula
HLA-B*27 unida a un péptido (cristalografia de rayos X). Tomada y modificada de la referencia’®®.

En cuanto a las moléculas de clase I, los genes A tienen cinco exones y los genes B seis exones. En ambos genes
el exdn 1 contiene la regidon 5°UT y la secuencia que contiene el péptido seiial; el exdn 2 codifica para el dominio
al (genes A) o el B1 (genes B), estos dominios contribuyen a la region de unién del péptido; el exdn 3 codifica
para los dominios a2 y B2; los exones restantes codifican para el péptido de conexidén, la region transmembranal
y citopldsmica. Las moléculas MHC clase Il estdn compuestas por dos cadenas polipeptidicas asociadas de forma

no covalente, una cadena alfa de 32 a 34kDa y una cadena beta de 29 a 32kDa (Figura 17).
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Figura 17. Estructura de las moléculas HLA de clase II.
La figura de la izquierda ilustra las diferentes regiones de una molécula MHC clase Il. Las moléculas MHC clase Il estdn compuestas por una cadena
polimérfica a unida no covalentemente a una cadena polimdrfica B. Ambas cadenas estan glicosiladas (no se muestran los residuos de carbohidratos).

El diagrama de liston (derecha) muestra la estructura de la porcidn extracelular de una molécula HLA-DR1 unida a un péptido (cristalografia de rayos

X). Tomada y modificada de la referencia’®®.

A diferencia de las moléculas clase I, ambas cadenas estan codificadas por genes polimdrficos del MHC. Los
segmentos amino terminales al y B1 de las cadenas clase Il interactian para formar la hendidura de unién a
péptidos, que es similar desde el punto de vista estructural a las moléculas clase | (Figura 18). Cuatro hebras del
suelo de la hendidura y una de las hélices estan formadas por al, mientras que las otras cuatro hebras del suelo
y la segunda hélice estan formadas por B1. Los residuos variables estan localizados en al y B1, en el interior y
alrededor de la hendidura de unién a péptidos. En las cadenas clase Il la mayor parte de los polimorfismos se
encuentran en la cadena beta (Figura 19). El sitio de unién a péptidos se encuentra abierto en sus extremos, de

manera que pueden entrar péptidos de 30 residuos o mas.

54



HLA de

clasel Péptido

HLA de Péptid
|

clasell eptido

Figura 18. Dominio de unién a péptido de las moléculas HLA de clase | y II.
Se muestran las estructuras de liston basados en cristalografia de las moléculas HLA de clase | (figura superior) y clase Il (figura inferior) y el péptido
(en amarillo) descansando sobre el suelo de las hendiduras o surcos. El péptido muestra residuos de reconocimiento a los receptores TCR de los
linfocitos T. La molécula de clase | que se observa es HLA*A02 y la molécula de clase |l es HLA*DR1. Se observa que la hendidura de la molécula de

clase | esta cerrada, mientras que la de clase Il se encuentra abierta. Como resultado las moléculas de clase |l acomodan péptidos mas grandes que
e ._196
las de clase |. Tomada y modificada de la referencia™".
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Figura 19. Residuos polimérficos de las moléculas HLA de clase | y II.
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Los residuos polimorficos de las moléculas HLA de clase | y Il (que se muestran en puntos naranjas) se localizan en las hendiduras de union a péptidos
y en las hélices alfa alrededor de las hendiduras. En la molécula de clase Il representada (HLA-DR), basicamente todo el polimorfismo se encuentra

en la cadena beta. Sin embargo, otras moléculas de clase Il presentan diversos grados de polimorfismo en la cadena alfa y normalmente mucho mas

en la cadena beta. Tomada y modificada de la referencia’®®.

2.5.5 Nomenclatura de los genes HLA

Al principio de su estudio, se reconocié que los genes que codifican a las moléculas HLA eran altamente
polimdrficas y que existia una necesidad de un sistema de nomenclatura. El nombramiento de nuevos genes
HLA, secuencias de alelos y su control de calidad es responsabilidad del Comité de Nomenclatura para Factores
del Sistema HLA de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA
System). Este comité se reunid por primera vez en 1968 y establecio los criterios para las reuniones sucesivas.
El comité se reldne regularmente para discutir cuestiones de nomenclatura y ha publicado 19 informes
principales que documentan los antigenos HLA, y mds recientemente, los genes y los alelos. La estandarizacién
de las especificaciones antigénicas HLA se ha controlado mediante el intercambio de reactivos de tipificacién y
células en los talleres Internacionales de Histocompatibilidad (International Histocompatibility Workshops)*®>.
En el sistema HLA, cada nombre asignado a un alelo tiene un ndmero Unico que corresponde a hasta cuatro
conjuntos de digitos denominados campos (fields) HLA separados por dos puntos (:). La longitud de la
designacién del alelo depende de la secuencia del alelo y la de su pariente mas cercano. Todos los alelos tienen
al menos un nombre de cuatro digitos, que corresponde a los primeros dos conjuntos de digitos, los nombres
mas largos sélo se asignan cuando es necesario”®. Los nombres de genes HLA y de alelos o proteinas especificas
siempre se denotan en cursivas

Los digitos antes del primer “:” describen el tipo HLA (primer campo HLA o grupo alélico) que a menudo
corresponde al antigeno serolégico portado por un alelo. El siguiente conjunto de digitos se usa para enumerar
a los subtipos, y los nimeros se asignan en el orden en que se han determinado las secuencias de DNA. Los
alelos cuyos numeros difieren en los dos primeros conjuntos de digitos (o primeros dos campos) deben diferir
en una o mas sustituciones de nucledtidos que cambian la secuencia de aminoacidos en la proteina traducida.
Los alelos que difieren sélo por sustituciones sindnimas de nucledtidos (también Ilamadas sustituciones
silenciosas o no codificantes) dentro de la secuencia del nombre se distinguen por el uso de un tercer conjunto
de digitos (tercer campo HLA). Los alelos que sélo difieren por polimorfismos en los intrones o en las regiones
5’ 0 3’ (no traducidas) que flanquean los exones y los intrones, se distinguen por el uso del cuarto conjunto de

digitos (o cuarto campo en la nomenclatura HLA) (ver Figura 20)***.
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Ademas del nimero Unico de alelos, existen sufijos opcionales que se pueden agregar a un alelo para indicar su
estado de expresién. Los alelos que se ha demostrado que no se expresan (alelos nulos) reciben el sufijo “N”.
Los alelos que se ha demostrado que se expresan alternativamente pueden tener el sufijo “L”, “S”, “C”, “A” o
“Q”. El sufijo “L” se usa para indicar que un alelo tiene una expresion baja (“Low”, en inglés) en la superficie
celular en comparacion con los niveles normales. El sufijo “S” se usa para denotar que un alelo se traduce en
una proteina soluble secretada, pero que no esta presente en la superficie celular. El sufijo “C” se asigna a los
alelos que producen proteinas que estan presentes en el citoplasma y no en la superficie celular. Un sufijo “A”
indica una expresidon “Aberrante” en la que existe la duda sobre si realmente se expresa una proteina. Se usa
un sufijo “Q” cuando la expresion de un alelo es cuestionable (questionable, en inglés), dado que la mutacion
observada en el alelo ha demostrado que afecta los niveles de expresién normales en otros alelos (Figura 20).

Hasta marzo del 2017, ningun alelo ha sido nombrado con los sufijos “C” o “A”**.
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Figura 20. Nomenclatura HLA.

Figura modificada y traducida del sitio web de la base de datos IPD-IMGT/HLA, URL: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html. (ver

._204
referencia”™ ).

2.5.6 Expresion y regulacion de los genes HLA

Los genes de clase | (loci HLA-A, HLA-B y HLA-C) se expresan en la mayoria de las células somaticas adultas. Sin
embargo, algunas excepciones ocurren en células como las neuronas, células del pancreas exocrino, células del
miocardio, espermatozoides en ciertas etapas del desarrollo, ciertas células de la placenta, dvulos no
fecundados y células de embriones recién formados. Entre todas las células somaticas, los linfocitos T y B
expresan niveles altos de moléculas HLA de clase I. Dicha expresion puede aumentar o disminuir por el estimulo

196

de factores como las infecciones virales o citocinas del contexto extracelular=. La expresion de los genes HLA

de clase | esta regulada por secuencias “corriente arriba” (up stream) de la region codificante. Estas secuencias
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cortas, llamadas motivos o cajas, son sitios en donde se unen factores de transcripcidén encargadas de iniciar la
transcripcion de mensajeros de RNA™®.

Los genes HLA se heredan juntos en bloque o haplotipos (término derivado de haploide), por lo que cada
individuo tiene una combinacién de genes que se heredaron del padre y otra combinacién heredada de la
madre. La recombinacién puede existir a muy bajos niveles (<1% de los casos). Como consecuencia de lo
anterior, en distintas poblaciones determinados alelos HLA presentes en diferentes loci se heredan
conjuntamente con mas frecuencia de lo esperado por una asignacion al azar (por ejemplo, por herencia
mendeliana, en donde la segregacion de cada gen es independiente), este fendmeno se denomina desequilibrio
de ligamiento (LD o linkage disequilibrium). En genética de poblaciones, el desequilibrio de ligamiento es la
asociacion no azarosa de alelos de diferentes loci en una poblacién dada. Se dice que dos o mas loci estdn en
desequilibrio de ligamiento cuando la frecuencia de asociacidn de los diferentes alelos es mas alta o baja de lo
gue se esperaria si los loci se heredaran independientemente y de manera azarosa. El LD entre los genes HLA
juega un papel muy importante en la busqueda de asociaciones HLA con la progresidn a la enfermedad o en la
busqueda de epitopos restringidos por cierto HLA (objetivos principales de esta tesis doctoral).

De igual manera, los genes HLA se expresan de forma codominante en cada individuo, es decir, cada persona

expresa todos los alelos HLA heredados de ambos padres (Figura 21). Para los individuos, esto eleva al maximo

el nimero de moléculas HLA disponibles para unir distintos péptidos para su presentacion a los linfocitos T.

Figura 21. Los genes HLA se heredan en haplotipos.
Los genes HLA se segregan en bloque o haplotipo, esto da como resultado que cada uno de la progenie tena una de las posibles combinaciones de
los haplotipos paternos. De igual manera, todos los alelos HLA son expresados de forma codominante. Tomada de la referencia’®.
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2.5.7 Polimorfismo genético de los genes HLA
Los genes HLA son los genes mas polimérficos descritos hasta el momento, en particular el locus HLA-B tiene el

mayor numero de variantes del genoma humano™®®*®.

Una situacion que se repite en algunos genes
polimdrficos es que uno o dos alelos se encuentran en mayor frecuencia y los demas alelos se encuentran
presentes en poca frecuencia. Sin embargo, el gran polimorfismo de los loci HLA se caracteriza por la enorme
cantidad de alelos de cada loci y porque muchos de estos alelos se encuentran con frecuencias similares. Cada
dia se reportan nuevas variantes HLA en las diferentes poblaciones del mundo, en la Figura 22 se muestran el

numero de alelos nombrados cada afio desde 1987 y hasta el mes de diciembre del 2017.

Figura 22. Alelos HLA descubiertos entre 1987 y 2017.
Grafica que muestra el nimero de alelos nombrados por base de datos IPD-IMGT/HLA desde 1987 hasta el mes de diciembre del 2017. Imagen
modificada y traducida del sitio web URL: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html. (referencia204).

De acuerdo con la base de datos IPD-IMGT/HLA al mes de diciembre del 2017, se conocen 12,893 alelos HLA de
clase |1y 4,802 alelos HLA de clase Il. Como se menciond antes el locus HLA-B presenta el mayor polimorfismo
conocido para un gen humano, siendo mas especificos, se han reportado 4,950 alelos distintos (los cuales
codifican para 3582 proteinas distintas) para el locus HLA-B, en comparacion con 4,081 alelos distintos (2,853
proteinas) reportados para el locus HLA-A y 3,685 alelos (2,550 proteinas) del locus HLA-C. En la Tabla 4 se
muestra la diversidad de alelos, proteinas y alelos nulos descrito para los alelos HLA de clase |, clase |l y de alelos

no HLA dentro del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés).
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Tabla 4. Resumen de alelos, proteinas y nulos distintos de los loci HLA.

Numero de alelos HLA distintos

Alelos HLA de clase | 12,893
Alelos HLA de clase Il 4,802
Alelos HLA totales 17,695
Otros alelos no HLA 179
HLA de clase |
Gen A B C E F G
Alelos | 4,801 | 4,950 | 3,685 27 30 |58
Proteinas | 2,853 | 3,582 | 2,550 8 5 18
Nulos 191 148 137 1 0 3
HLA de clase Il
Gen DRA | DRB | DQA1 | DQB1 | DPA1 | DPA2 | DPB1 | DPB2 | DMA | DMB | DOA | DOB
Alelos 7 2,440 | 94 1,178 | 64 |5 963 6 7 13 12 13
Proteinas 2 1,779 35 795 36 2 668 3 4 7 3 5
Nulos 0 69 3 31 0 0 24 0 0 0 1 0
HLA de clase Il — alelos DRB
Gen DRB1 | DRB2 | DRB3 | DRB4 | DRB5 | DRB6 | DRB7 | DRB8 | DRB9
Alelos | 2,146 1 152 74 55 |3 2 1 6
Proteinas | 1,548 0 125 57 49 0 0 0 0
Nulos 52 0 5 9 3 0 0 0 0
Otros genes no HLA
Gen HFE | MICA | MICB | TAP1 | TAP2
Alelos 6 107 42 12 12
Proteinas 4 82 28 6 5
Nulos 0 2 2 1 0

Tabla modificada y traducida de la base de datos IPD-IMGT/HLA, URL:http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html, referencia®®,

actualizados hasta marzo del 2018.

Datos

2.6 Optimizacion de matrices de péptidos para identificar antigenos de VIH restringidos por linfocitos
T
La amplitud de las respuestas de células T CD8+ citotdxicas (CTLs) especificas de antigeno a un patégeno o

vacuna pueden medirse mapeando epitopos de células T. El mapeo de epitopos se realiza en general usando

una evaluacién funcional después de la estimulacién con péptidos sobrelapados (o mezclas de los mismos) de

206-208

una proteina dada y, presumiblemente, abarca todos los posibles epitopos de CTLs . Sin embargo, para

patégenos completos (por ejemplo, para el proteoma completo del VIH) esto se traduce en cientos de péptidos
gue requieren grandes cantidades de células para ensayos individuales o una estrategia compleja para mezclar

209212 g0 ha descrito un

los péptidos para reducir la cantidad de muestra requerida para mapear los epitopos
método optimizado para la construccion de matrices de péptidos agrupados o mezclados que permiten la

identificacion de respuestas de células T especificas de un conjunto de varios cientos de péptidos
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sobrelapados*****

. La definicion de los péptidos que despiertan una respuesta es un proceso de dos pasos. En
el primer paso, en el que se prueba la muestra (células del donante) con todos los conjuntos o pools de péptidos,
se usa para eliminar los péptidos que no se reconocen (es decir, una respuesta negativa a un conjunto de 80
péptidos descarta a los 80 péptidos como posibles candidatos). Después de esta primera ronda de ensayos,
todavia existe una considerable ambigliedad en cuanto qué péptidos son respuestas reales y qué péptidos no
pudieron eliminarse porque estaban en pools que contenian otros péptidos positivos. Por lo tanto, durante la
segunda ronda cada péptido positivo posible se prueba individualmente para determinar las repuestas
verdaderas. El objetivo en la deconvolucion optimizada es usar la cantidad minima de muestra en ambas rondas.
Una vez que se ha resuelto una respuesta, se requieren experimentos adicionales para mapear la secuencia del

epitopo éptimo (secuencia minima de aminodacidos que respuesta la respuesta maxima), la restriccion del HLA

y el subtipo de células T de la respuesta de cada péptido.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los polimorfismos de los loci del antigeno leucocitario humano (HLA) de clase | (HLA-A, -B y -C) son el factor
genético del hospedero mas fuertemente asociado con la progresion a la enfermedad por el virus de la

186,187.195213 Sin embargo, aunque las asociaciones entre las variantes de HLA

inmunodeficiencia humana (VIH)
sobre la progresion a la enfermedad por VIH han sido estudiadas extensivamente en poblaciones caucasicas
infectadas con el subtipo B de VIH asi como poblaciones africanas infectadas con los subtipos A, Cy D de
V|H10>117,121,124,134,135,151,187,195,216-230 135 hoblaciones de mestizos o aquellas que exhiben una mezcla ancestral
de componentes amerindios, europeos y africanos permanecen sin estudiarse en este contexto. Las poblaciones
de Mesoamérica (México y Centroamérica) poseen un contexto inmunogenético Unico como resultado de la
mezcla de haplotipos HLA de origen caucésico y tipicamente amerindios®>**?, haciendo estas poblaciones
ideales para la identificacidon de nuevos correlatos con variantes HLA con el control del VIH. En este estudio
buscamos asociaciones con variantes HLA con respecto a cinco parametros clinicos de VIH en una cohorte de
mestizos infectados por subtipo B de VIH-1, virgenes a tratamiento antirretroviral de México (cohorte MEX,
n=1679) y de 6 paises de Centroamérica: Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador, Nicaragua y Panama
(cohorte CAM, n=1534). Primero caracterizamos el notable contexto inmunogenético de esta cohorte mestiza
(cohorte combinada MEX/CAM) al comparar las frecuencias alélicas (FA) y las estructuras de haplotipos
(desequilibrio de ligamiento, LD [linkage disequilibrium], por sus siglas en inglés) de los loci HLA de clase | con
las de una cohorte principalmente caucasica de la Columbia Britanica, Canada (cohorte de referencia HOMER,
n=16222*?*%). Después definimos alelos HLA de clase | asociados a la proteccion/riesgo en las cohortes
individuales (cohortes MEX y CAM) asi como la cohorte combinada (MEX/CAM) utilizando un enfoque novedoso
gue puntla o califica a los subtipos HLA en funcién de sus asociaciones con los cinco parametros clinicos
interrelacionadas relevantes para la progresion a la enfermedad por VIH, ajustados para los factores confusores
(incluyendo el desequilibrio de ligamiento HLA y la coexpresidn de alelos HLA protectores y de riesgo). Ademas,
exploramos hasta qué punto los alelos HLA protectores/riesgo observados en las cohortes MEX y CAM son
universales o especificos de la region. Adicionalmente, evaluamos las complejidades aditivas HLA en la cohorte
combinada MEX/CAM y estimamos el efecto de los alelos HLA-B*35 y los grupos B*35-PX/PY en la progresion a
la enfermedad por VIH. Finalmente, caracterizamos los epitopos restringidos por los alelos B*¥39 en una proteina
viral y realizamos una prueba de concepto para detectar respuestas de CTLs sobre todo el proteoma de VIH

utilizando la estrategia de mezclas (pools) de péptidos basados en matrices complejas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Caracterizar el impacto de los subtipos HLA de clase | (loci HLA-A, -B y -C) sobre la progresion a la enfermedad

por VIH en una gran cohorte mestiza de México y 6 paises de Centroamérica (Guatemala, Belice, Honduras, El

Salvador, Nicaragua y Panam3, cohorte MEX/CAM, n=3213) que exhibe un notable contexto inmunogenético

Unico al presentar una mezcla ancestral de componentes amerindios, europeos y africanos.

4.2 Objetivos particulares
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Caracterizar el notable contexto inmunogenético de la cohorte mestiza MEX/CAM al comparar las
frecuencias alélicas y los haplotipos HLA de clase | con las de una cohorte de referencia esencialmente
caucasica de la Columbia Britanica, Canada (cohorte HOMER).

Definir los alelos HLA de clase | asociados al control del VIH (asociaciones HLA-VIH de proteccion y riesgo)
utilizando un enfoque novedoso que puntua o califica a los subtipos HLA en funcién de sus asociaciones
con los 5 parametros clinicos relevantes para la progresién a la enfermedad por VIH, ajustando para
factores confusores (por ejemplo, variables demogréficas, coexpresion de alelos HLA de proteccion o
riesgo y desequilibrio de ligamiento HLA).

Comparar los puntajes (score) de las asociaciones HLA-VIH de 5 parametros clinicos con los puntajes
basados sélo en la CVp y el conteo de CD4 (puntaje de 2 pardmetros), con el objetivo de hacer
comparable nuestro estudio con los descritos previamente.

Explorar hasta qué punto los alelos HLA protectores/riesgo observados en las cohortes MEX y CAM son
universales o especificos de la region.

Evaluar las complejidades aditivas HLA en la cohorte MEX/CAM, incluyendo el efecto aditivo de los alelos
HLA protectores y de riesgo, los efectos dependientes de frecuencia HLA, y la ventaja de los
heterocigotos HLA.

Evaluar el impacto de los alelos HLA-B*35 y los grupos B*35-PX/PY sobre la progresion a la enfermedad
por VIH en la cohorte MEX/CAM.

Caracterizar los epitopos de Nef restringidos por los alelos HLA-B*39 mediante ensayos de EliSpot y
mediante programas de busqueda de motivos de reconocimiento (Motif Scan).

Optimizar una matriz de péptidos de todas las proteinas virales para medir respuestas a lo largo de todo

el proteoma de VIH.



5. HIPOTESIS

El contexto inmunogenético Unico de la poblacién de Mesoamérica (México y Centroamérica: Guatemala,
Belice, Honduras, El Salvador, Nicaragua y Panama) caracterizado por la mezcla de haplotipos HLA de origen
caucasico, tipicamente amerindios y africanos permitira identificar nuevos correlatos entre los subtipos HLA de

clase | y el control del VIH.

6. METODO

6.1 Declaracion ética

El reclutamiento y el estudio de las cohortes de México (MEX) y de Centroamérica (CAM) fue aprobado por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) en la Ciudad de México (protocolos
E02-05, E10-10 y E06-09). Todos los participantes fueron adultos (>18 afios) y dieron consentimiento informado
por escrito de acuerdo con la Declaracién de Helsinki antes de la donacidon de muestra sanguinea. El andlisis de
la cohorte de referencia HOMER (Columbia Britdnica, Canadd) fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion de Providence Health Care y por la Universidad de la Columbia Britanica (British Columbia
University). Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito y/o los datos se

anonimizaron mediante los procedimientos aprobados por REB (Research Ethics Board).

6.2 Cohortes de México y de Centroamérica
Tres mil doscientos y trece individuos infectados por subtipo B de VIH-1, virgenes a tratamiento antirretroviral

de México y 6 (de los 7) paises de Centroamérica (Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador, Nicaragua y
Panama; Costa Rica no participd) fueron reclutados mediante muestreo por conveniencia del afio 2000 al 2016
como parte de un estudio internacional multicéntrico y transversal de investigacion para evaluar la
epidemiologia molecular de VIH, la prevalencia de la resistencia a farmacos antirretrovirales y la adaptacion del
VIH a los loci HLA en Mesoamérica (México y Centroamérica). Los individuos fueron reclutados y donaron una
sola muestra sanguinea al tiempo de diagnosis de VIH o en las visitas subsecuentes en las clinicas participantes
antes de iniciar tratamiento antirretroviral (TAR) de acuerdo a las pautas nacionales de inicio de TAR. A cada
persona elegible (infectada por VIH y sin exposicién previa a TAR) que asistia a cada clinica participante se le
ofrecid la oportunidad de participar en el estudio durante los periodos de reclutamiento activo. No se aplicaron
criterios de exclusién adicionales a excepcion de la exposicidn previa a TAR. Los sujetos fueron reclutados por

muestreo por conveniencia en una red nacional de colaboracidn con clinicas de VIH en México (cohorte MEX,
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n=1679) de 23 de los 32 estados mexicanos incluyendo: Baja California, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Ciudad
de México, Colima, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz y Yucatdn. De Centroamérica
(cohorte CAM) fueron reclutados 1534 individuos utilizando muestreo por conveniencia, incluyendo a 418
individuos Guatemala, 102 de Belice, 42 de El Salvador, 402 de Honduras, 254 de Nicaragua y 316 de Panama.
Las instituciones participantes de Centroamérica incluyen, Guatemala: Hospital Roosevelt, Ciudad de Guatemala
(centro de referencia nacional)?*®; Belice: Ministro de Salud (Ministry of Health), Belmopan; El Salvador: Hospital
Nacional Rosales, San Salvador; Honduras: Hospital Universidad Escuela, Tegucigalpa; Instituto Nacional Cardio-
Pulmonar, Tegucigalpa; Hospital Mario Catarino Rivas, San Pedro Sula; Hospital Atlantida, La Ceiba; Hospital del

Sur, Choluteca (cinco de las clinicas de VIH mas grandes del pais)®*; Nicaragua: Hospital Roberto Calderdn,

Managua (el centro de referencia mas grande del pais)®*’; Panama: Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios

238 Los datos demograficos de los individuos

de la Salud, Ciudad de Panama (centro de referencia nacional)
reclutados para este estudio fueron obtenidos aplicando un cuestionario al momento de la donacién de
muestra. Las muestras sanguineas, los consentimientos informados y los cuestionarios demograficos fueron
enviados al Centro de Investigaciéon de Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) de la Ciudad de México dentro de las siguientes 72 horas a su recoleccién. El CIENI es un
laboratorio designado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para el genotipo de VIH, que cumple con
los requisitos de procedimiento e infraestructura para las buenas practicas de laboratorio y que aseguran la
calidad. Los resultados clinicos de VIH (prueba basal de resistencia a TAR, carga viral plasmatica de VIH y los

conteos de T CD4) fueron enviados a los diferentes estados mexicanos o los paises en Centroamérica para el

seguimiento clinico de los individuos participantes.

6.3 Cohorte de referencia HOMER
La cohorte HOMER (HAART [Highly Activated Antiretroviral Therapy] Observational Medical Evaluation and

Research cohort) de la Columbia Britanica, Canada, es una cohorte histdrica (retrospectiva y observacional) que
incluye a individuos infectados por VIH no expuestos previamente a TAR (reclutados desde 1996), que fue usada
como referencia para la comparaciéon de FA HLA y para la comparacién de asociaciones HLA y el pardmetro de
carga viral de VIH. Para este fin, se utilizaron las mediciones de pardametros clinicos disponibles mas tempranas
antes del inicio de TAR. Esta cohorte es de origen predominantemente caucdsico (se estima >60%) y con un
genotipo de >90% del subtipo B de VIH?*?; el presente andlisis se restringié a sujetos infectados solamente con
el subtipo B (n=1622). Como se describié previamente?*>?** la mayoria de las variantes HLA de clase | fueron
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definidos al nivel de resolucién de subtipo (4 digitos/segundo campo), los datos restantes a resoluciéon
intermedia fueron imputados a alta resolucidn (subtipo/segundo campo) usando un algoritmo de aprendizaje

automatico entrenado en subtipos HLA-A, -B'y -C de mas de 13,000 individuos con grupo étnico conocido?*. L

as
cargas virales plasmaticas (CVp) de VIH de la cohorte HOMER se realizaron con el ensayo Roche Amplicor

Monitor.

6.4 Subtipicaciéon de VIH
El subtipo de VIH fue determinado utilizando REGA HIV Subtyping Tool (versidon3.0;

http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/) 'y fue confirmada con

Recombination Identification Program®*

(RIP, www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html) utilizando las
secuencias del gen pol (proteasa y transcriptasa inversa) de VIH obtenidas como se describié previamente®®.

Los analisis del presente trabajo se limitaron a aquellos sujetos infectados por el subtipo B de VIH-1.

6.5 Parametros clinicos de VIH
La carga viral de VIH fue determinada mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en

inglés) en tiempo real automatizada utilizando el equipo m2000 system (Abbott, Abbott Park, IL, USA) con un
limite de deteccidn de 40 copias de RNA de VIH/ml. Los conteos de células CD45+, CD3+, CD4+ y CD8+ fueron
obtenidos mediante citometria de flujo con el estuche de reactivos Trucount en un instrumento FACSCanto Il

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

6.6 Tipificacion de los loci HLA de clase |
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) fueron separadas mediante

gradiente de centrifugacion (Ficoll-Paque Pharmacia, Uppsala, SE) de sangre periférica de la cohorte MEX y buffy
coats (region enriquecida con leucocitos generada por centrifugacion) se separaron de las muestras de la
cohorte CAM, las cuales se criopreservaron (-20°C) hasta la extraccion de DNA. El DNA gendmico total fue
extraido de las PBMCs (~6 millones de células) o de los buffy coats (200ul) utilizando el estuche de reactivos
QIAmp Blood Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA) usando las especificaciones del fabricante. Los genes de clase |
HLA-A, HLA-B y HLA-C fueron tipificados a alta resolucion (nivel de segundo campo/4-digitos/subtipo) utilizando
un protocolo modificado previamente descrito en la literatura®*>. Brevemente, se realizé una PCR anidada
utilizando iniciadores (primers) universales especificos para cada loci HLA para amplificar una regién de ~1000

pares de bases que incluyen los exones 2 y 3 (que codifican para el sitio de unién a péptido [dominios aly a2])
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de los genes HLA-A, -B y -C, utilizando la mezcla de Expand High Fidelity PCR system (Roche Applied Science,
Laval, PQ) (3.5 U/uL). Para las reacciones de PCR de locus HLA-A, se afadié 5% de dimetil sulfoxido (DMSO,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO) para disminuir la amplificacidn inespecifica y evitar la dimerizacidn de iniciadores.
Los productos de PCR del locus HLA-B fueron purificados con la enzima ExoSAP-IT (Affimetrix, Cleveland, OH) y
los productos de PCR de los loci HLA-A y HLA-C fueron diluidos (1:10) y secuenciados directamente utilizando 6
pares de iniciadores por locus como se describié anteriormente*” en el secuenciador capilar 3730x| Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando la quimica de BigDye Terminator v3.1 (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Las secuencias fueron cortadas con el software Sequencing Analysis v5.4 (Applied
Biosystems) y los subtipos HLA fueron asignados utilizando el software UType v7.1 RUO (Applied Biosystems)
con la base de datos actualizada de IPD-IMGT/HLA (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). Utilizando este flujo
de trabajo para asignar alelos pueden surgir asignaciones ambiguas debido a la presencia de polimorfismos
fuera de la region analizada (exones 2 y 3). Para estos casos, los pares HLA ambiguos se manejaron como grupos
G, incluyendo: A*74:01:01G (A*74:01 en el texto de este escrito, incluye a A*74:01 y A*74:02; los cuales difieren
entre si en exén 1), C*18:01:01G (C*18:01 en el texto, incluye a C*18:01 y C*18:02; los cuales difieren entre si
en exdén 5), C*17:01:01G (C*17:01 en el texto, incluye a C*17:01, C*17:02 y C*17:03; los cuales difieren entre si
en los exones 1y 5). Las asignaciones ambiguas HLA también pueden surgir debido a la falta de resolucién de
fase gamética como resultado de la secuenciacion poblacional de dos variantes (secuenciacion directa o bulk
sequencing) en los productos de PCR. Considerando sélo las ambigiiedades HLA que afectan el primer (grupo
alélico) y el segundo campo HLA (subtipo especifico) y que incluian dos alelos comunes o un alelo comdn y un
alelo bien documentado del catalogo de alelos HLA comunes y bien documentados (Common and Well-
documented catalogue®*®), un total de 142 pares del HLA-A, 161 de HLA-By 104 de HLA-C resultaron ambiguos
dada la falta de resolucion de fase (Tabla Suplementaria S 1). Dichas ambigliedades HLA fueron resueltas al
asignar la combinacién mas probable utilizando los datos de las frecuencias alélicas HLA, asi como los
desequilibrios de ligamiento (linkage disequilibrium, LD, por sus siglas en inglés) de los alelos HLA de la misma
cohorte de estudio. Todos los haplotipos HLA fueron confirmados utilizando la misma herramienta probabilistica
previamente publicada que se utilizdé para la cohorte HOMER®*® (HLA Completion web tool,
http://boson.research.microsoft.com/hla/). Sélo 72 pares de subtipos (de 6392, 1.12%) HLA-A o HLA-C faltantes
o incompletos debido al fallo de amplificacion en la PCR (o en la secuenciacion) o por la no disponibilidad de
muestra fueron imputados usando esta misma herramienta. Los alelos HLA-B no resueltos (23/3213 pares,
0.71%) fueron considerados como datos faltantes o perdidos (missing values) en la base de datos. Como se ha

descrito previamente®**, nuestra metodologia de tipificacion HLA fue validada con un 99.9% de precisién en
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poblaciones mestizas al comparar los subtipos HLA asignados (secuenciado sélo exones 2 y 3) con los obtenidos
mediante la amplificacion de los exones 1 al 8 (para HLA-A y HLA-C) y los exones 1 al 7 (para HLA-B) seguido por
secuenciacion de siguiente generacion (TruSight HLA v2 Sequencing Panel, lllumina, San Diego, CA) de una

cohorte independiente de individuos mexicanos (n=323).

6.7 Analisis de desequilibrio de ligamiento HLA
Se evalud el desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés) entre los pares de alelos HLA usando la

herramienta HLA Analysis de la base de datos de Inmunologia Molecular de VIH de los Alamos
(https://www.hiv.lanl.gov), que emplea la correccién Bonferroni para abordar las multiples comparaciones.
Para el andlisis de LD de la cohorte MEX, 12,970 comparaciones (tablas de contingencia de 2x2) fueron realizadas
(p<3.9E-06 fueron consideradas como significativas), y para el andlisis de LD de la cohorte CAM 14,234
comparaciones (tablas de contingencia de 2x2) fueron realizadas (p<3.5E-06 fueron consideradas como
significativas). La herramienta visual para variables multidimensionales llamada Disentangler®® fue utilizada

para graficar las estructuras de haplotipos HLA de clase | de ambas cohortes (Figura 24).

6.8 Comparacion de frecuencias alélicas HLA
Las frecuencias alélicas (FA) HLA fueron calculadas por conteo directo de genes (denominador 2n). Todos los

subtipos HLA con una FA >0.001 (en por lo menos una cohorte de la comparacion) fueron comparadas usando
pruebas exactas de Fisher y las multiples comparaciones se abordaron usando valores q (el analogo del valor p
de la tasa de descubrimiento de falsos [False Discovery Rate®*®]). Las comparaciones con p<0.05 y q<0.2 fueron

considerados estadisticamente significativas.

6.9 Analisis univariable y multivariable de las asociaciones HLA y parametros clinicos de VIH
Se investigaron las asociaciones de alelos HLA con 5 pardmetros clinicos de VIH descritos previamente por

predecir la progresion a la enfermedad por VIH. Estos incluyeron a la carga viral (CVp)’*y el conteo absoluto de

los CD4** (los dos parametros clinicos utilizados para el seguimiento clinico rutinario de la infeccién por VIH),

248 248

asi como el porcentaje de CD4%*, el cociente o razén CD4/CD8%*® y una variable proxy llamada Z-score®*”® que

combina la informacién del conteo de CD4 y la CVp (utilizada para abordar la desconexién previamente

216223 entre las asociaciones de ambos parametros), calculada como:

CD4 - mediaCD4] pCVp - mediaCVp
dsCD4 - dsCVp

descrita

Zscore =
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(ds, desviacion estandar), donde valores bajos de CVp y recuentos altos del conteo de CD4 son equivalentes a
puntajes altos y positivos del Z-score, y viceversa. Las cohortes MEX y CAM se analizaron por separado y de
forma combinada (cohorte combinada MEX/CAM), donde se evaluaron todos los alelos HLA con un minimo de
5 individuos (representando FA 20.0015 y =20.0008 para las cohortes individuales y combinadas,
respectivamente). Esto incluia 147 alelos (42 HLA-A, 75 HLA-By 30 HLA-C) en el analisis de la cohorte combinada
MEX/CAM; 119 alelos (33 HLA-A, 59 HLA-B y 27 HLA-C) en el analisis individual de la cohorte MEX; y 123 alelos
(35 HLA-A, 60 HLA-B y 28 HLA-C) en el analisis individual de la cohorte CAM. La prueba U de Mann-Whitney se
usé para evaluar las asociaciones entre cada alelo HLA (tratado como variables binarias, por ejemplo,
comparando los individuos B*57:01" vs. B*57:01) y el parametro clinico de VIH de interés. El andlisis univariable
fue rehecho usando regresiones lineales (Modelos Lineares Generalizados o GLM, por sus siglas en inglés,
Generalized Linear Models) para estimar los tamafos de efecto de las asociaciones HLA-VIH. Las multiples
comparaciones se corrigieron utilizando valores gq**°, en donde las asociaciones con valores p<0.05 y valores
g<0.2 fueron considerados como significativos. Ademads, establecimos un sistema de puntuacion (score HLA-
VIH) en donde, para cada alelo HLA investigado, sumamos su numero total de asociaciones significativas
protectoras o de riesgo (cada una asignada como +1 vy -1, respectivamente), de modo que los puntajes finales
pueden oscilar entre +5 y -5. A los alelos HLA sin asociaciones significativas se les asignd una puntuacién de 0.
Se construyeron dos modelos multivariables para tomar en cuenta posibles factores de confusiéon en las
asociaciones HLA-VIH, después del cual los puntajes HLA-VIH (scores) generales basados en los 5 parametros
clinicos se ajustaron en consecuencia. Primero, se generaron modelos independientes que relacionaron cada
alelo HLA con cada pardmetro clinico de VIH, mientras se ajustd por el género, la edad, el origen geografico
(pais/regidn de reclutamiento codificado como variable binaria n-1) y por el efecto de las asociaciones HLA mas
significativas para ese parametro clinico (definida como los alelos HLA con p<0.001 en el analisis univariable por
Mann-Whitney correspondiente). En consecuencia, los modelos de regresion lineal de los analisis de la cohorte
combinada MEX/CAM fueron ajustados para los siguientes alelos, CVp: B*57:03, C*18:01, C*04:01, B*57:01,
A*30:02, B*35:12, B*27:05, C*07:02 y A*68:01; conteo de CD4: B*27:05, A*03:01, C*07:02, A*68:03, B*39:05,
C*08:02,B*35:12, A*02:05, B*14:02, C*18:01; Z-score: B*57:03, C*18:01, B*27:05, C*07:02, B*39:05, B*35:12,
B*57:01, B*14:02, C*08:02, C*04:01, A*68:03, A*03:01 y A*68:01; %CD4: B*27.05, A*68:03, B*39:05, B*57:01
y C*07:02; cociente CD4/CD8: B*27:05, B*57:01, A*68:03, C*07:02, B*39:05, B*42:01 y C*18:01. Los modelos
de la cohorte MEX se ajustaron con los siguientes alelos, CVp: B*27:05, C*08:02, B*14:02 y B*57:01; conteo
CD4: B*27:05 y C*08:02; Z-score: B*27:05, B*14:02 y C*08:02; %CD4: B*27:05, B*39:05, C*08:02, B*14:02 y

C*07:02; cociente CD4/CD8: B*27:05, B*39:05 y A*68:03. Los modelos de la cohorte CAM se ajustaron con los
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siguientes alelos, CVp: B*35:12, A*30:02, C*18:01, C*04:01 y B*57:03; conteo CD4: B*39:05, A*68:03, A*68:01
y C*18:01; Z-score: C*18:01,B*35:12,B*57:03, A*68:01 y A*68:03; %CD4: A*68:03; cociente CD4/CD8: A*68:03,
B*42:01 y A*68:01. El segundo modelo multivariable ajusté para todos los subtipos HLA en LD significativo con
cada alelo HLA asociado con un parametro clinico de VIH en esa cohorte. Los analisis estadisticos se realizaron

en STATA/MP v14.1 (StataCorp, College Station, Texas) y R v3.3.3%".

6.10 Complejidades aditivas HLA
6.10.1 Efecto aditivo de alelos HLA protectores y de riesgo

Para investigar el efecto aditivo HLA en la cohorte combinada MEX/CAM, comparamos los parametros clinicos
de VIH (CVp, conteo de CD4 y Z-score) entre los individuos que coexpresaron alelos HLA protectores y de riesgo
del locus HLA-B (Figura 33) y tomando en cuenta a todos alelos protectores y de riesgo de los loci HLA-A, -By -C
(Figura 34). Los individuos de la cohorte fueron categorizados dependiendo del nimero de alelos protectores y
de riesgo (aquellos que se asociaron significativamente con al menos un pardmetro clinico [score HLA-VIH de
+1/-1] de la Figura 27 del presente estudio). Todo los demas individuos que no expresaron ningun alelo protector
o de riesgo fueron agrupados en la tltima categoria de cada panel de las Figura 33 y Figura 34 (alelos protectores
=0 y de riesgo =0). Todos los grupos fueron excluyentes y se compararon mediante la prueba estadistica no
paramétrica U de Mann-Whitney y la prueba Kruskall-Wallis. Sélo las diferencias con p<0.05 fueron
consideradas como significativas. Debido a que en la Figura 34 se realizaron mas de 250 comparaciones en cada
panel, las multiples comparaciones se corrigieron con valores g (p<0.05 y g<0.2 fueron consideradas como

significativas).

6.10.2 Efectos dependientes de frecuencia HLA

Se correlacionaron las frecuencias alélicas HLA (calculadas como se describié anteriormente en la seccion 6.8) y
la mediana de la CVp, conteo de CD4 y el Z-score asociada a cada alelo HLA presente (n>5) en la cohorte
combinada MEX/CAM (Figura 35, panel B-D) y para los alelos asociados significativamente (puntuacién o score
de 5 pardmetros del andlisis univariable de la Figura 27 panel A) con la progresion a la enfermedad en el presente
estudio (Figura 35, panel F-H). Para resaltar la importancia del puntaje (score) HLA-VIH obtenido con los 5
parametros clinicos, lo correlacionamos con las frecuencias alélicas HLA individuales (Figura 35, panel A y E).
Ademas, se correlacioné la frecuencia global o combinada de todos los /oci HLA o para cada loci para cada uno
de los individuos de la cohorte con sus parametros clinicos (CVp, conteo CD4 o Z-score). Para esto asignamos a

cada individuo de nuestra base de datos una frecuencia general o combinada de sus alelos HLA, equivalente a
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la suma de las frecuencias de todos sus alelos HLA individuales. Las correlaciones fueron determinadas con la

prueba no paramétrica de rangos de Spearman.

6.10.3 Ventaja de los heterocigotos HLA

Se comparan los pardmetros clinicos de los heterocigotos HLA (en los 3 loci) con los homocigotos para cualquier
loci y los homocigotos exclusivamente para un loci en particular (homocigotos sélo en los loci HLA-A, -B y -C).
Los efectos de la homocigosis acumulada también se examind agrupando a los individuos homocigotos en uno,
dos o los tres loci HLA. Todos los grupos fueron excluyentes y se compararon mediante la prueba estadistica no

paramétrica U de Mann-Whitney. Sélo las diferencias con p<0.05 fueron consideradas como significativas.

6.11 Comparacion de parametros clinicos asociados a la progresion de la enfermedad por VIH entre
los alelos B*35 y los grupos B*35-PX/PY
Las frecuencias alélicas de los alelos B*35 (n>10) entre la cohorte MEX y la cohorte CAM se compararon

utilizando pruebas exactas de Fisher corregidas con valores q. Las comparaciones con p<0.05 y g<0.2 se tomaron
como diferencias estadisticamente significativas (Figura 38). Con el objetivo de evaluar el impacto de los
subtipos B*35 especificos sobre la progresion a la enfermedad por VIH, comparamos las CVp y los conteos de T
CD4 (los dos parametros clinicos utilizados como parametros independientes de la progresion a la

enfermedad’**"

) entre los individuos positivos y negativos para cada uno de los alelos B*35 que tuvieron una
n>10 (Figura 39). Debido a que se ha descrito un efecto aditivo de los alelos HLA??, comparamos los parametros
clinicos entre los individuos que coexpresaban uno y dos alelos B*35 cualquiera (Figura 40, paneles Ay B), y
para los individuos que coexpresaban uno y dos alelos B*35 especificos (Figura 40, paneles Cy D), en esta ultima
comparacion se excluyeron a los individuos dobles positivos para alelos B*35 distintos para evitar el efecto de
los homocigotos observado en las comparaciones del panel A y B de la misma figura, es decir, sélo se
compararon los homocigotos y heterocigotos para un alelo en particular.

A continuacidn, se compararon la CVp y el conteo de CD4 entre los alelos previamente descritos como B*35-PX,
PY y aquellos no descrito por pertenecer a estos grupos con los parametros de los individuos negativos a
cualquier subtipo B*35 (Figura 41, panel A y B). Ademas, en virtud de su similitud con otros miembros de los
grupos B*35-PX (notablemente B*35:02/03/04) y B*35-PY (B*35:01/08), en las posiciones 114 y 116 del sitio de
union a péptido de la molécula HLA-B, los alelos amerindios B*35 previamente no definidos como PX/PY se

clasificaron como miembros putativos o potenciales de dichos grupos. En consecuencia, los alelos que tenian

asparagina (N) en posicidn 114 y tirosina o fenilalanina (Y/F) en posicion 116 se clasificaron como PX putativos
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(B*35:06/12/22/31), y los alelos con acido aspartico (D) en posicion 114 y serina (S) en posicién 116 se
clasificaron como PY putativos (B*35:05/10/11/14/16/17/19/20/23/24/26/27/28/30/43-/45/48/49) (ver Figura
42 en la seccidn de Resultados). Entonces, comparamos los valores de parametros clinicos entre los grupos
B*35-PX y PY putativos (Figura 41, panel C y D). Todos los grupos fueron excluyentes y las comparaciones se
evaluaron mediante las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney (comparacion de dos grupos) y Kruskall

Wallis (comparacién de 3 o mas grupos).

6.12 Caracterizacion de epitopos de VIH
6.12.1 Ensayos de EliSpot IFNy

Se buscaron epitopos de VIH restringidos por el grupo alélico HLA-B*39 utilizando la técnica EliSpot (Enzyme-
Linked Immuno-Spot) evaluando la citocina IFNy. El ensayo de EliSpot es una técnica cualitativa y semi-
cuantitativa que se ha utilizado para monitorear las respuestas inmunes en humanos y animales. Este ensayo
estd basado y se desarrolld a partir un ensayo modificado del inmunoensayo de ELISA y se utiliza principalmente
para la identificacién y conteo de células productoras de citocinas a nivel de una sola célula. En apropiadas
condiciones, el ensayo EliSpot permite visualizar células activadas y secretoras de alguna citocina. Cada punto
(o spot) representa una sola célula que respondié al antigeno probado. De esta manera, este ensayo
proporciona informacién cualitativa (intensidad de respuesta) y semi-cuantitativa (niumero de células que
responden). Para este estudio se probaron péptidos de 15 aminodacidos sobrelapados en 10-11 residuos de las
proteinas de VIH-1 subtipo B (donados por el programa de reactivos del NIH AIDS Research & Reference Reagent
Program) utilizando la estrategia de mezclas (pools) de péptidos basado en matrices con el objetivo de utilizar
el menor nimero de PBMCs. Las PBMCs fueron separadas mediante gradiente de centrifugacién (Ficoll-Paque
Pharmacia, Uppsala, SE) de sangre periférica de la cohorte MEX inmediatamente después de la venopuncioén.
Todos los ensayos de EliSpot se realizaron con células frescas. Las PBMCs se dejaron en reposo en medio RPMI
1640 mientras se preparaba la placa de EliSpot. Las PBMCs se contaron y se distribuyeron en placas de 96 pozos
con fondo de nitrocelulosa y difluoruro de polivinilideno (multiscreen MAHA S45, Millipore, Bedford, MA), que
se habian recubierto previamente con 5ug/ml del anticuerpo monoclonal anti-interferén gamma (IFNy) 1-D1K
(BD Pharmingen) durante al menos 4h en cdmara hiumeda a 4°C. Se eliminé el anticuerpo anti-IFNy restante
lavando 3 veces con 200l de PBS y se bloqued la placa con 100ul/pozo de medio con 10% de suero bovino fetal
(SBF) por 1h a 37°C. Cada pool de péptidos o péptidos individuales se afiadieron a una concentracién final de
10pg/ml, tal como se ha descrito anteriormente®?. Se afiadieron un total de entre 1-2x10° células por pozo en

150ul de RPMI 1640 (sin SBF). Para los controles negativos, las células se incubaron solamente con medio. Se
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afiadio el superantigeno SEB (enterotoxina B de Staphylococcus aureus, Sigma-Aldrich) a una concentracién de
3ug/ml como control positivo. Las células con los péptidos de VIH se incubaron un minimo de 18h (maximo 24h)
a 37°C con 5% CO,. Para eliminar las células, las placas se lavaron 3 veces 200ul de PBS/Tween al 0.05% y luego
3 veces mas con PBS, y se afiadieron 2.5ug/ml del anticuerpo monoclonal biotinilado anti-IFNy (BD Pharmingen)
y se incubaron durante 2h a temperatura ambiente en ausencia de luz. La placa se lavo 3 veces con PBS/Tween
0.05% y 3 veces con PBS, y se incubaron con una dilucidn 1:2000 de fosfatasa alcanina unida a estreptavidina
(Mabtech) durante 2h a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Las placas se lavaron nuevamente 3 veces
con PBS/Tween 0.05% y 3 veces con PBS (3 veces), y los spots de las células productoras de IFNy se detectaron
con BCIP/NBT (nitroblue tetrazolium y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, BioRad, Hercules, California) durante
20 minutos. La reaccién de color se detuvo lavando la placa en agua corriente. Se retird la cubierta de plastico
inferior y las placas se secaron durante 24h a temperatura ambiente en ausencia de luz. Las unidades
formadoras de puntos (SFU, por sus siglas en inglés) o spots se contaron en el equipo Bioreader 5600 (Bio-Sys,
Alemania) y los resultados se expresaron en SFU/millén de PBMCs. Los umbrales para las respuestas positivas
se determinaron con al menos 3 spots (30 SFU/millén de PBMCs) o 3 veces el promedio de los pozos de los

controles negativos, lo que fuera mayor.

6.12.2 Mezclas (pools) de péptidos de Nef

Como se menciond previamente, se utilizé la estrategia de mezclas de péptidos basados en matrices para reducir
el nimero de ensayos dado el nimero limitado de células utilizado en otros estudios descritos previamente®>.
La coleccién de péptidos de Nef estd compuesto por 49 péptidos de 15 aminoacidos sobrelapados en 10-11
aminodacidos cubriendo toda la secuencia de aminodcidos de la proteina. En la Tabla 5 se muestra el disefio de
la matriz de péptidos para realizar la mezcla de péptidos. En consecuencia, en los sujetos B*39" se probaron los
14 pools de péptidos por triplicado (mds 6 pozos de controles: 3 negativos y 3 positivos = 48 pozos; 2 ensayos
de distintos individuos por placa). Después los péptidos representados en todos los cruces de los pools positivos

se probaron individualmente por duplicado o triplicado (en acorde a las PBMCs restantes).
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Tabla 5. Matriz de mezclas de péptidos de Nef
Pools 1 2 3 4 5 6 7
8 5139 | 5140 | 5141 | 5142 | 5143 | 5144 | 5145

9 5146 | 5147 | 5148 | 5149 | 5150 | 5151 | 5152
10 5153 | 5154 | 5155 | 5156 | 5157 | 5158 | 5159
11 5160 | 5161 | 5162 | 5163 | 5164 | 5165 | 5166
12 5167 | 5168 | 5169 | 5170 | 5171 | 5172 | 5173

13 5174 | 5175 | 5176 | 5177 | 5178 | 5179 | 5180

14 5181 | 5182 | 5183 | 5184 | 5185 | 5186 | 5187
Se muestra el disefio de las mezclas (pools) de péptidos de Nef basados en matriz. El nombre de los pools (primera fila de arriba y primera columna

de la izquierda; mostrados en gris) se muestran en negritas. Los péptidos individuales (n=49) en estos 14 pools se muestran en las celdas blancas.
Cada pool de la primera fila (del 1-7) esta compuesto por los péptidos de cada columna y los pools de la primera columna de la izquierda (del 8-14)
estas compuestos por los péptidos de cada fila.

6.12.3 Busqueda de epitopos por algoritmos computacionales (Motif Scan)

A la par de la busqueda de epitopos experimentales mediante EliSpot, se realizara la prediccién de epitopos de
VIH restringidos por el grupo alélico B*39 utilizando los motivos de reconocimiento ya reportados para los alelos
B*39:01, B*39:02 y B*39:10. Esta busqueda se realizé con el fin de encontrar posibles epitopos restringidos por
los alelos B*39 cuyo motivo de reconocimiento ya se conocia previamente y para observar posibles mutantes
de escape cuando los pacientes con esos alelos HLA no presenten respuesta hacia esos epitopos. La herramienta
para la busqueda de epitopos virtuales utilizada en este proyecto es Motif Scan de la base de datos de VIH de
Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/). Motif Scan es un programa computacional en linea que busca motivos
de reconocimiento o anclaje dentro de secuencias de proteinas para genotipos, serotipos y supertipos HLA, por
lo que es capaz de predecir epitopos potenciales sobre las secuencias de proteinas de VIH. Este software utiliza

dos bibliotecas de motivos de reconocimiento: Marsh2000%* y SYFPEITHI?>>.

6.12.4 Matriz de 769 péptidos de todo el proteoma de VIH (matriz m88-35-4)

Se realizd una prueba de concepto para evaluar la amplitud de las respuestas de linfocitos T CD8+ citotdxicos a
todo el proteoma de VIH utilizando los 769 péptidos proporcionados por NIH AIDS Research & Reference
Reagent Program que incluyen péptidos sobrelapados o superpuestos (en 10-11 aminoacidos) de todas las
proteinas del VIH: incluyendo Gag (p17, p24 y p17), Pol (proteasa, transcriptasa inversa e integrasa), proteinas
accesorias (Vif, Vpr, Tat, Rev y Vpu), Env (gp120 y gp41) y Nef. Lo que representd un gran reto dado que se
tenian que probar cientos de péptidos con una cantidad muy limitada de PBMCs del donador. El programa
computacional desarrollado por Mario Roederer, Deconvolute This!***?* fue utilizado para optimizar la

configuracion de la matriz de péptidos, generar la lista de péptidos en cada pool y para determinar los ensayos
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de segunda ronda basado en los resultados del primer ensayo. Se seleccioné una matriz de 88 pools (mezclas)
con 35 péptidos cada uno y en donde cada péptido estaba representado 4 veces en los pools (de alli el nombre
de m88-35-4). Cada péptido se diluyé en DMSO a una concentracion de 1000mg/ml (dependiendo de su
solubilidad). Los péptidos fueron mezclados de manera que la concentracion final de cada péptido en la
estimulacion fuera de 10ug/ml (concentracién final en el pozo de la placa de EliSpot). Para los ensayos de

segunda ronda, los péptidos individuales también se probaron a una concentracién de 10ug/ml.

7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de las cohortes MEX y CAM

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas clinicas y demograficas de las cohortes de México (cohorte MEX,
n=1679), Centroamérica (cohorte CAM, n=1534) y de la cohorte combinada (cohorte MEX/CAM, n=3213). En
general, los perfiles clinicos de nuestras cohortes de VIH son consistentes con otros informen en América
Latina®>®, donde los individuos a menudo son diagnosticados con una infeccién avanzada de VIH presentando
infecciones oportunistas relacionadas con el SIDA en su primera visita a un centro de atencién médica o de
seguridad social. La mediana de CVp en la cohorte MEX (4.72 Logio copias RNA de VIH/ml [IQR 4.14-5.26]) fue
significativamente mds alta que en la cohorte CAM (4.57 Logio copias RNA de VIH/ml [IQR 3.83-5.14]), aunque
los conteos de CD4 y la razon CD4/CD8 no difirieron significativamente entre las cohortes (mediana de 315
céls./uly ~0.28, respectivamente). Para poner en contexto, las medianas de CVp y conteos de CD4 en la cohorte
HOMER fueron 4.90 (IQR 4.33-5.26) Log;o copias RNA VIH/ml y 340 (IQR 170-500) céls./pl, respectivamente. Los
porcentajes de T CD4 (mediana para MEX: 16.5 [IQR 9.0-24.8]; mediana para CAM: 16.0 [IQR 9.0-23.0]) y los
valores de Z-score (mediana para MEX: -0.12 [IQR -0.69-0.46]; mediana para CAM: -0.05 [IQR -0.61-0.56])
también difirieron modestamente entre las cohortes (p<0.01). Los datos demograficos de las cohortes también
fueron generalmente consistentes con los reportes anteriores de poblaciones latinoamericanas®®, con el
porcentaje de hombres con sobrerrepresentacién en ambas cohortes (MEX: 78.2%; CAM: 64.2%) y la mediana
de edad al momento de reclutamiento ligeramente menor para la cohorte MEX (30.5 afios) en comparacién con
la cohorte CAM (33 afios). Para poner en contexto, la cohorte HOMER estd compuesta predominantemente por
hombres (86.2%) y la mediana de edad al momento de reclutamiento es 37.4 (IQR 32-44) afios. Es de destacar,
que el 47% de los individuos de la cohorte MEX se identificaron como hombres que tienen sexo con hombres
(HSH) en comparacion con el 22.4% en la cohorte CAM (60.7% frente al 34.6% de los hombres, respectivamente),

lo que puede reflejar un subregistro de HSH debido al estigma y discriminaciéon asociada a la preferencia sexual,

76



comun en esta region®’ >

demogréficas entre las cohortes de estudio.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y demograficas de las cohortes MEX y CAM.

. También se observaron algunas diferencias regionales adicionales en las variables

VARIABLE CLINICA/DEMOGRAFICA c°h°|::;;’c'2:,'|"ada Cohorte MEX | Cohorte CAM | Valor px
N 3213 1679 1534 -
Edad (afios, mediana[IQR]) 31 [25-40] 30.5 [24-38] 33 [26-42] <0.00001
Femenino (N[%]) 912 [28.4%] 364 [21.7%] 548 [35.7%] 0.0001
Log,o Carga Viral en plasma de VIH (CVp, copias RNA/mL, 4,72 [4.14- 4,57 [3.83-
B10 Larg ”me e QR]; P, cop / 4.65 [4.01-5.22] . £ - 5&4] <0.00001
Conteo absoluto de T CD4+ (céls./uL, mediana[IQR]) 315 [124-516] 315 [124-528] 315 [125-504] NS
Z-score de VIH (median[IQR]) B -0.08 [-0.66-0.52] '0'15_:60]'69' '0'0(‘:’;'60]'61' 0.0022
Porcentaje del conteo de T CD4+ (%[IQR]) 16.0 [9.0-24.0] 16.5[9.0-24.8] 16.0 [9.0-23.0] 0.0056
. . 0.28 [0.14- 0.29 [0.14-
Razén CD4/CD8 (median[IQR]) 0.28 [0.14-0.49] 0.49] 0.49] NS
Estado civil (N[%]) 0.0001
Soltero 1434 [63.5] 538 [72.2] 896 [59.2]
Casado 325[14.3] 91 [12.2] 234 [15.4]
Union libre 499 [22.1] 116 [15.5] 383 [25.3]
Desconocido 955 934 21
Nivel de estudios (N[%]) 0.0001
Analfabeto 136 [6.0] 16 [2.1] 120 [7.9]
Primaria 704 [31.2] 127 [17.3] 577 [38.0]
Secundaria 863 [38.3] 345 [47.0] 518 [34.1]
Técnico o Licenciatura 523 [23.2] 233 [31.7] 290 [19.1]
Posgrado 26 [1.1] 13 [1.7] 13 [0.8]
Desconocido 1097 945 16
Ocupacion (N[%]) 0.0023
Desempleado 969 [44.0] 282 [40.0] 687 [45.9]
Empleado 1077 [48.9] 358 [50.85] 719 [48.0]
Estudiante 154 [7.0] 64 [9.0] 90 [6.0]
Desconocido 1013 975 38
Factor de riesgo de VIH (N[%]) 0.0001
Heterosexual 1394 [64.2] 289 [42.8] 1105 [73.9]
Hombres que tiene sexo con hombres 657 [30.2] 322 [47.7] 335 [22.4]
Bisexual 75 [3.4] 37 [5.4] 38 [2.5]
Usuarios de drogas intravenosas 35 [1.6] 19 [2.8] 16 [1.0]
Transfusion sanguinea 51[0.2] 51[0.7] 0 [0]
Transmision de madre a hijo 3[0.1] 2[0.3] 1[0.07]
Desconocido 1044 1005 39

B, métrica o variable que relaciona la CVp y el conteo de CD4 (ver Método). Valores altos de Z-score significan un valor bajo de CVp y un conteo alto

de CD4 y viceversa. *, se utilizé la prueba estadistica U de Mann-Whitney o la prueba Chi cuadrada para comparar las variables entre la cohorte MEX

y la cohorte CAM. IQR, rango intercuartil (por sus siglas en inglés). NS, no significativo. Tabla tomada y traducida de la referencia”®.

7.2 El perfil inmunogenético Unico de los individuos infectados por VIH en Mesoamérica (cohorte
MEX/CAM)
Las distribuciones de frecuencias de alelos HLA de clase | definidas a nivel de subtipo difirieron marcadamente

entre la cohorte combinada MEX/CAM (n=3213) en comparacion con HOMER (n=1622) (Figura 23). Los alelos
del locus HLA-A mas frecuentes observados en la cohorte combinada MEX/CAM fueron A*02:01 (FA=0.20),
77



A*24:02 (FA=0.15), A*02:06 (FA=0.06) y A*68:01 (FA=0.06); los mas frecuentes en HLA-B fueron B*35:01
(FA=0.10), B*40:02 (FA=0.06), B*39:05 (FA=0.05) y B*51:01 (FA=0.04); y del locus HLA-C los mas frecuentes
fueron C*04:01 (FA=0.19), C*07:02 (FA=0.18), C*07:01 (FA=0.07) y C*01:02 (FA=0.07). De los 153 alelos HLA
investigados, el 52.9% (81/153) exhibid frecuencias significativamente diferentes (p<0.05, g<0.2) entre las
cohortes MEX/CAM y HOMER; estos incluyen 25/45 alelos HLA-A, 39/77 alelos HLA-B y 17/31 alelos del locus
HLA-C. Siendo mas especificos, las frecuencias de los alelos A*02:02/05/06/22, A*23:01, A*24:02,
A*30:01/02/04, A*31:01, A*33:01, A*34:02, A*68:01/02/03/05/07, A*74:01, B*15:03/10/15,
B*35:01/12/14/17/20/43, B*39:02/05/06/08/11, B*40:02/08/11, B*41:01, B*42:01, B*45:01, B*48:01,
B*52:01, B*53:01, B*57:03, B*58:02, C*02:10, C*03:05, C*04:01, C*07:02, C*08:01, C*15:09, C*17:01y C*18:01
fueron significativamente mas altas en la cohorte MEX/CAM en comparacion con la cohorte HOMER, siendo

231,261
2, Por el

consistente con el enriquecimiento de alelos HLA amerindios entre las poblaciones mestizas
contrario, las frecuencias de A*01:01, A*02:01, A*03:01, A*11:01, A*25:01, A*29:02, A*32:01, B*07:02,
B*08:01, B*13:02, B*15:01, B*18:01, B*27:05, B*35:03, B*37:01, B*40:01, B*44:02/03, B*51:01, B*55:01,
B*57:01, C*02:02, C*03:03/04, C*05:01, C*06:02, C*07:01/04, C*12:03y C*14:02 fueron significativamente mas
bajas en la cohorte MEX/CAM al compararlas con la cohorte HOMER, consistente con la alta prevalencia de

estos alelos en poblaciones caucasicas®?

. Dado que la cohorte HOMER incluye una minoria de individuos que
se autoidentifican como hispanos (¥2%) o como amerindios/aborigenes (~13%)**°, estas distribuciones de
frecuencias HLA marcadamente diferentes son notables y subrayan la singularidad de las poblaciones mestizas
mesoamericanas que se caracterizan por presentar principalmente una mezcla genética de componentes
amerindios y caucésicos, y en menor media, de componentes africanos®®* 2%, En particular, la cohorte MEX/CAM
presentd una diversidad de subtipos de HLA “tipicamente” amerindios pertenecientes a los grupos alélicos

A*02, A*68, B*15, B*35, B*39 y B*40, lo que acentua las cohortes mestizas presentadas en este estudio como

ideales para identificar nuevos correlatos entre la expresién de subtipos HLA y el control del VIH.
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Figura 23. Comparacién de las frecuencias alélicas HLA de clase | entre la cohorte mestiza MEX/CAM (n=3213) y la cohorte mayoritariamente
caucasica HOMER (n=1622).
Las frecuencias alélicas (2n) fueron calculadas usando la herramienta HLA Analysis de la base de datos de Los Alamos (https://www.hiv.lanl.gov); se
muestran todas las FA >0.001 en por lo menos una cohorte. Las frecuencias HLA se compararon usando pruebas exactas de Fisher corrigiendo para

multiples comparaciones con valores qm. Las diferencias significativas (p<0.05, q<0.2) se denotan con (). Allelic frequencies, frecuencias alélicas.
260

Rank, posicion de los alelos mas frecuentes en cada loci. Figura tomada de la referencia
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A continuacion, evaluamos los desequilibrios de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés) HLA y las estructuras
de haplotipos en nuestras cohortes de Mesoamérica (Figura 24). Aunque los haplotipos heredados de los loci
HLA de clase | no pudieron definirse en el presente estudio (ya que esto requiere cohortes de individuos
relacionados), el fuerte LD entre dichos loci nos permitid identificar haplotipos de 2 y 3 loci mas comunes en
nuestra cohorte mestiza (Figura 24,Tabla Suplementaria S 2 a la S7). Cuando la cohorte MEX se analizé de forma
independiente, se identificaron 104 haplotipos HLA de 2 loci distintos (correccién de Bonferroni, p<3.9E-
06,Tabla Suplementaria S 2), de los cuales dos haplotipos tenian una frecuencia poblacional (FP) >0.10

(B*39:05~C*07:02 [FP=0.13, haplotipo previamente descrito por nuestro grupo de investigacion®®®

1y
B*35:01~C*04:01 [FP=0.12]) y 35 haplotipos tenian una PF entre 0.02-0.10 (Figura 24A, segmentos verdes y
azules, respectivamente). Ademas, se encontraron 36 haplotipos HLA de 3 /oci distintos en la cohorte mexicana
(correccién de Bonferroni, p<8.0E-06, Tabla Suplementaria S 3), de los cuales un haplotipo tenia una FP>0.05
(A*68:03~B*39:05~C*07:02 [PF=0.078]). Para la cohorte CAM, se identificaron 95 haplotipos HLA de 2 loci
distintos (correcciéon de Bonferroni, p<3.5E-06,Tabla Suplementaria S 4), de los cuales un haplotipo tenia un
FP>0.10 (B*35:01~C*04:01 [FP=0.13] y 33 haplotipos tenian una FP entre 0.02-0.10 (Figura 24B, segmentos
verdes y azules, respectivamente). Ademas, se encontraron 30 haplotipos HLA de 3 /oci distintos en la cohorte
CAM (correccion de Bonferroni, p<8.2E-06,Tabla Suplementaria S 5), de los cuales 6 haplotipos tuvieron una
FP20.05 (A*24:02~B*40:02~C*01:02 [FP=0.067], A*24:02~B*40:02~C*03:04 [FP=0.067],
A*24:02~B*40:02~C*03:05 [FP=0.067], A*24:02~B*40:02~C*07:01 [FP=0.067], A*68:03~B*35:43~C*07:02
[FP=0.063], y A*68:03~B*39:05~C*07:02 [FP=0.063]). Cuando se analizé la cohorte MEX/CAM en conjunto, se
identificaron 154 haplotipos HLA de 2 loci distintos (correccion de Bonferroni, p<2.3E-06,Tabla Suplementaria S
6), de los cuales sélo un haplotipo tuvo una FP>0.10 (B*35:01~C*04:01 [PF=0.12]). Ademads, se encontraron 87
haplotipos HLA de 3 loci distintos (correccién de Bonferroni, p<4.2E-06, Tabla Suplementaria S 7), de los cuales
10 haplotipos tuvieron una FP20.05: A*68:03~B*35:43~C*07:02 (FP=0.071), A*02:06~B*39:05~C*07:02
(FP=0.063), A*02:06~B*39:08~C*07:02 (FP=0.063), A*24:02~B*40:02~C*03:04 (FP=0.056),
A*24:02~B*40:02~C*03:06 (FP=0.056), A*24:02~B*40:02~C*04:01 (FP=0.056), A*24:02~B*40:02~C*07:01
(FP=0.056),  A*24:02~B*40:02~C*07:02  (FP=0.056), A*02:01~B*35:12~C*03:03 (FP=0.051), vy
A*02:01~B*35:12~C*04:01 (FP=0.051).
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Figura 24. Estructura de haplotipos HLA de clase | y desequilibrio de ligamiento en las cohortes de MEX y CAM.
Los loci HLA se encuentran apilados verticalmente, cada mosaico de color naranja representa un subtipo HLA especifico, con segmentos que conectan
alelos ligados en los loci adyacentes. La altura de cada mosaico y el grosor de cada segmento corresponden a las frecuencias alélicas y haplotipicas
HLA, respectivamente. Los pares de alelos HLA mas frecuentes (2 loci) que se encuentran en desequilibrio de ligamiento se denotan en verde
(frecuencia poblacional [FP] >0.10) y en azul (FP <0.10 y >0.02); los pares de alelos menos frecuentes (FP <0.02) se muestran en color gris. También
se encontraron pares de alelos entre los loci HLA-A y HLA-C frecuentemente heredados (FP <0.10 y >0.02) en nuestras cohortes, incluyendo
A*33:01/C*08:02, A*29:02/C*16:01, A*68:01/C*03:04 y A*68:03/C*07:02 en la cohorte MEX, y A*02:06/C*07:02, A*24:02/C*01:02,
A*24:02/C*03:05, y A*68:03/C*07:02 en la cohorte CAM (no mostrados en la figura; ver Tabla Suplementaria S 4 y Tabla Suplementaria S 6). Figura

._260
tomada de la referencia®™ .
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7.3 Las asociaciones HLA con la carga viral (CVp) de VIH en MEX/CAM incluyen asociaciones tanto
candnicas como novedosas
Dadas las diferencias significativas encontradas en las distribuciones HLA entre nuestra cohorte mestiza

MEX/CAM vy la cohorte mayoritariamente caucasica HOMER, planteamos la hipdtesis de que las asociaciones
entre los alelos HLA y los parametros clinicos de VIH diferirian marcadamente. Exploramos esto mediante la
busqueda de asociaciones (andlisis univariable, ver Método) entre los alelos HLA y la CVp (el bien caracterizado
marcador de progresion a la enfermedad por VIH’®) en ambas cohortes. En el umbral estadistico predefinido de
g<0.2 identificamos trece alelos HLA (5 HLA-A, 5 HLA-B y 3 HLA-C) significativamente asociados con una CVp
mas baja y cuatro alelos (2 HLA-A y 2 HLA-B) asociado con una mayor CVp en HOMER; en comparacion con
dieciséis alelos HLA (1 HLA-A, 7 HLA-B y 8 HLA-C) asociados con una CVp inferior y doce alelos HLA (4 HLA-A, 5
HLA-B y 3 HLA-C) asociados con una CVp mas alta en la cohorte combinada MEX/CAM (Figura 25). Varias de
estas asociaciones fueron consistentes en ambas cohortes, en todos los casos, estas asociaciones fueron con
alelos HLA previamente reportados por estar asociados con la progresion a la enfermedad por el VIH, incluidos

117,121,134,135,195,222,226,228-230

los alelos protectores candnicos B*57:01 y B*27:05 gue se asociaron con una CVp

significativamente menor en ambas cohortes. Ademas, como se ha descrito previamente, A*30:02°°%%?%?3° (LD
con B*18:01 y C*05:01 en ambas cohortes), C*02:02'%>?? (LD con B*27:05 en ambas cohortes) y C*14:02°*%?%
(LD con B*51:01 en ambas cohortes) se asociaron con una CVp mds baja en ambas cohortes; mientras que
A*68:017°*%?% (LD con C*03:04 en MEX/CAM y C*07:04 en HOMER) se asocié con mayores valores de CVp en
ambas cohortes. También se confirmaron numerosas asociaciones HLA previamente reportadas en una de las
dos cohortes. Siendo mas especificos, los alelos A*25:013%187  pA%32.0113%1% B*14.01%87°%

B*13:021%%%%3229230 5o asociaron con una CVp mds baja exclusivamente en HOMER; mientras que los alelos
B*07:0218719>223,229.230 px55.01122267 v A*23:01134?%% se asociaron con CVp mas altas en HOMER. Ademds, los
aIeIos 8*14:02187,222' B*57:03216,218,221—223,225,228’ 3*58:01121,216,220,223,226,227’ B*81.'01121'216'223'226, C*03.'02223 (LD
con B*58:01), C*03:05%*° (LD B*40:02, A*24:02), C*08:02°*° (LD B*14:01/02), C*12:02°****’ (LD B*52:01"%),
C*14:03%*°% (el cual no cuenta con LD significativo) y C*18:01°2%%?*?2%230 (|p B*57:01/02 y B*81:01) se

asociaron con CVp mas bajas sélo en la cohorte MEX/CAM; mientras que B*35:01'0>13%4216:219,227,228

B*35:0210>117134193.219228 (o] cyal exhibié la mediana de CVp mas alta de todos los alelos HLA-B),
A*24:023419°22% (LD B*39:06, B*40:02, C*03:05), C*04:01'°>***?*"2%8 (LD B*35:01/02/08/12/14/16/17/20,
B*07:02, B*53:01, entre otros) y C*07:02'**%° (LD B*39:01/05/06/08/11, B*07:02, entre otros) se asociaron

con CVp mas alta en la cohorte MEX/CAM.
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Numerosas asociaciones nuevas se identificaron en la cohorte combinada MEX/CAM. Estas incluyen al alelo
amerindio relativamente infrecuente B*15:39 (n=8, p=0.0052, q=0.04), que se asocié con una CVp mas baja, asi
como los alelos amerindios altamente frecuentes B*35:12 (n=273, p=0.0002, q=0.003), B*39:05 (n=360,
p=0.0026, q=0.0034), B*39:06 (n=153, p=0.011, q=0.07), A*68:03 (n=370, p=0.0079, q=0.061; LD B*39:05,
B*35:43, C*07:02), y C*03:04 (n=427, p=0.0339, q=0.15; LD B*40:02/01/05/08/11, A*68:01), que se asociaron
con una CVp significativamente mds alta (Figura 25). Notablemente, estos alelos, aunque estdn presentes con
una frecuencia relativamente alta en la cohorte MEX/CAM, son raros o estdn ausentes en poblaciones

caucasicas y africana (por ejemplo, ver Figura 23 y referencia®®?).
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Figura 25. Asociaciones HLA y la CVp de VIH en las cohortes MEX/CAM y HOMER.
Las asociaciones entre los subtipos HLA y CVp de VIH fueron investigados para los subtipos con una frecuencia igual o mayor a 5 en individuos
infectados con VIH-1 clado B, no expuestos previamente a TAR de la cohorte mestiza MEX/CAM (n=3213) y la cohorte predominantemente caucésica
HOMER (n=1622). Las asociaciones entre los alelos HLA y la CVp se evaluaron usando U de Mann-Whitney, corregidas con valores q. Las asociaciones
significativas (p<0.05, g<0.2) se denotan en azul. Las cajas denotan la mediana y los percentiles 25-75; y los bigotes representan los percentiles 10-
90 de las distribuciones de CVp de los individuos que expresan cada alelo HLA-B (paneles derecha) o alelos HLA-A/C (paneles izquierda). Los alelos
HLA estan ordenados por su mediana de CVp y se muestran el nimero (n=) de individuos que expresan cada alelo HLA. Las lineas verticales de color

rojo denotan la mediana de CVp de cada cohorte. Figura tomada de la referencia”®.
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7.4 Nuevas asociaciones adicionales entre los alelos HLA amerindios y el control (riesgo o proteccidn)
del VIH
A continuaciéon, ampliamos los analisis de nuestras cohortes mesoamericanas (tanto en la cohorte combinada

MEX/CAM, como en las cohortes individuales) para identificar los alelos HLA asociados con un panel ampliado
de cinco parametros clinicos de VIH (CVp, conteo de CD4, Z-score, %CD4 y la razén CD4/CD8). En la Tabla 7 se
muestra una lista de alelos HLA asociados con por lo menos uno de los 5 parametros clinicos, estratificados por
cohorte y por parametro clinico de VIH. De acuerdo con reportes anteriores'?, la variacidn genética en el locus
HLA-B destaca prominentemente en las asociaciones encontradas, con 43 alelos HLA-B (24 en MEX/CAM, 11 en
MEX y 8 en CAM) asociados con al menos un pardmetro clinico de VIH (p<0.05, q<0.2) en comparacién con 29
alelos HLA-A (13 en MEX/CAM, 5 en MEX y 11 en CAM) y con 29 alelos HLA-C (14 en MEX/CAM, 9 en MEX y en
6 en CAM).

Tabla 7. Resumen de asociaciones HLA-VIH obtenidos en analisis univariable.

Numero de alelos que fueron asociados con por lo menos un parametro clinico de VIH

Loci HLA Cohorte combinada MEX/CAM | Cohorte MEX | Cohorte CAM
HLA-A 13 5 11
HLA-B 24 11 8
HLA-C 14 9 6

Numero de asociaciones por parametro clinico de VIH
Parametro clinico de VIH Cohorte combinada MEX/CAM | Cohorte MEX | Cohorte CAM

Carga viral en plasma (CVp) 28 14 11
Conteo de T CD4 30 14 18
Z-score 30 15 16

%CD4 27 13 10

Cociente CD4/CD8 26 14 12

Se muestra el nimero de asociaciones HLA-VIH estratificados por cohorte y por loci HLA (tabla superior) o por pardmetro clinico de VIH (tabla inferior)
obtenidas en el analisis univariable utilizando la prueba U de Mann-Whitney (p<005, g<0.2). Tabla tomada y traducida de la referencia™®.

Como una forma novedosa de cuantificar las asociaciones de alelos HLA de clase | con los pardmetros clinicos
de VIH, instauramos un sistema de puntuacion (score HLA-VIH) que, en donde para cada alelo HLA bajo
investigacion, sumamos su numero total de asociaciones significativas protectoras o de riesgo (cada una
asignada como+1y -1, respectivamente), de manera que los puntajes finales tienen un rango de +5 (proteccién)
a -5 (riesgo). (Figura 27). A los alelos sin asociaciones significativas se les asignd un puntaje o score de 0. Como
se esperaba, los puntajes o scores HLA-VIH globales asociados a cada alelo correlacionaron significativamente
con su valor de mediana asociado para los 5 parametros clinicos tanto en la cohorte combinada MEX/CAM como

en las cohortes individuales (Figura 26).
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Figura 26. Correlacién entre los scores HLA-VIH y las medianas de los parametros clinicos asociados a los alelos HLA de proteccién y de riesgo en la cohorte combinada MEX/CAM (paneles A-E),
la cohorte MEX (paneles F-J) y la cohorte CAM (paneles K-O).

Graficas de dispersion que correlacionan los scores de las asociaciones HLA-VIH con la mediana de CVp (A, Fy K), conteo de CD4 (B, G y L), Z-score (C, Hy M), %CD4 (D, | y N) y el cociente CD4/CD8

(E, J y O) especifico a cada alelo de proteccion o de riesgo. S6lo se muestran los alelos HLA identificados significativamente como de proteccion o de riesgo. Los subtipos HLA-A se muestran en rojo,

HLA-B en verde y HLA-C en naranja. Las correlaciones fueron determinadas con el coeficiente de rango de Spearman. Figura tomada de la referencia®®.
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De igual manera, de manera general los subtipos HLA asociados con la CVp (Figura 25) se asociaron con otros
parametros clinicos de VIH (por ejemplo, 22 de 28, 78.5% en la cohorte combinada MEX/CAM), aunque se
observan algunas excepciones (Figura 27).

En el analisis de la cohorte combinada MEX/CAM, 7 alelos HLA (B*57:03, C*18:01 [LD B*57:02/03, B*81:01],
B*27:05, B*57:01, B*14:02, C*08:02 [LD B*14:01/02], y C*02:02 [LD B*27:05]) lograron el puntaje (score) HLA-
VIH protector mds alto de +5 (Figura 27A). El siguiente grupo de mayor puntuacion (score +4) incluyé B*42:01,
A*02:05 (LD B*50:01, B*58:01), A*03:01 (nueva asociacion, LD B*07:02, B*39:05), y A*11:01 (LD B*39:05); en
todos los casos, estos alelos se asociaron significativamente con todas las variables clinicas excepto la CVp. Un
total de 20 alelos tuvieron un puntaje (score) entre +1 y +3; estas asociaciones incluyeron a los alelos HLA
amerindios B*15:39 (LD C*03:03) y B*39:02 (LD C*07:02), ambos con un score HLA-HIV de +2, identificando
estos ultimos como nuevos alelos HLA protectores. De forma similar, 3 de los 5 alelos que lograron el puntaje
HLA-VIH mas negativo y asociado al mayor riesgo (score -5) en MEX/CAM fueron alelos amerindios, en particular
B*39:05 (LD C*07:02, A*68:03, A*02:06, A*23:01), B*35:12 (LD C*04:01, A*02:01) y A*68:03 (LD B*39:05,
C*07:02) (Figura 27A), identificandolos como nuevos alelos de riesgo. Otros 15 alelos HLA adicionales que
obtuvieron un score de entre -4 y -1; entre estos los alelos amerindios B*15:30 (LD C*01:02, score -3), B*39:06
(LD C*07:02, A*24:02; score -2), A*68:05 (score -2), y B*35:14, C*03:04 (LD B*40:02/01/05/08/11, A*68:01),
B*39:01 (LD C*07:02, C*12:03) y A*02:06 (LD B*39:05, C*07:02), (estos ultimos con un score de -1), también se
identificaron como nuevos subtipos HLA de riesgo. Algunos alelos de riesgo adicionales incluyen a B*35:01
(score -4, LD C*04:01, C*07:01, C*08:02, C*01:02), previamente descrito como alelo de riesgo en algunos
contextos!0>134216,219,227,228, y B*13:02 (score -1, LD C*06:02, A*30:01) previamente descrito como alelo
protect0r195’223’229’230.

Los andlisis univariados individuales de las cohortes MEX y CAM arrojaron por separado resultados que
corroboraron el analisis de la cohorte combinada MEX/CAM, pero también revelaron un pequefio nimero de
asociaciones HLA-HIV adicionales (Figura 27B y C). En el andlisis de la cohorte MEX, se encontraron asociaciones
previamente descritas entre alelos HLA y la progresion a la enfermedad por VIH, incluyendo a C*16:01%%°,
A*23:012%*"y B*37:01%%?” (todos con un score de -1), asi como una nueva asociacion de riesgo con A*24:03
(score -1). En el analisis de CAM se encontrd una asociacion de proteccion en el alelo relativamente frecuente

B*51:07°*® (score +1), y las asociaciones de riesgo con los alelos C*03:03%*" y A*36:01°%%*°

(ambas con un score
de -1).
Para cuantificar la magnitud de los efectos HLA sobre los pardmetros clinicos de VIH, repetimos el analisis

univariable utilizando regresiones lineales (Modelos Generalizados Lineales o GLM [por sus siglas en inglés], ver
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Tabla Suplementaria 8). Los scores HLA-HIV derivados de los andlisis de GLM fueron altamente concordantes
con los obtenidos con la prueba U de Mann-Whitney (Spearman rho >0.9331 en la cohorte combinada y en las

cohortes individuales, en todos los casos p<0.0001, Figura 28).
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Figura 27. Asociaciones HLA-VIH utilizando 5 parametros clinicos de VIH en las cohortes mestizas MEX/CAM, MEX y CAM.
Las asociaciones entre la expresion de los alelos HLA de clase | y los 5 parametros clinicos de VIH (CVp, conteo de CD4, Z-score, %CD4 y la razén CD4/CD8) fueron buscados para alelos con frecuencias
iguales o mayores a 5 5 en individuos infectados con VIH-1 clado B, no expuestos previamente a TAR de la cohorte combinada MEX/CAM (A), sélo en la cohorte MEX (B) y sélo en la cohorte CAM (C).
Las asociaciones fueron evaluadas utilizando pruebas U de Mann-Whitney y las multiples comparaciones se abordaron corrigiendo con valores g. Sélo se muestran los diagramas de caja (box plots)
de las asociaciones HLA-VIH significativas. Los alelos se agrupan por su puntuacion (score) HLA-VIH (+5 a -5), después fueron ordenados por la mediana de Z-score, CVp, conteo de CD4, %CD4 y por
el cociente CD4/CDS8. Los alelos de proteccion y de riesgo se sombrearon con colores verde y naranja progresivamente mas profundos, respectivamente. Las cajas denotan la mediana y los percentiles
25-75; y los bigotes representan los percentiles 10-90 del parametro clinico de VIH de interés. Se muestran el nimero (n) de individuos que expresan cada alelo HLA. Las lineas verticales de color azul

. . . ._260
denotan la mediana de cada parametro en cada cohorte. Figura tomada de la referencia®™ .
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Figura 28. Correlacion entre los scores HLA-HIV de 5 parametros clinicos obtenidos con Mann-Whitney (MW U) y regresion lineal (GLM).
Grafica de dispersion que relaciona los scores HLA-VIH utilizando 5 parametros clinicos obtenidos en los anélisis univariables de la cohorte combinada MEX/CAM (panel A), la cohorte MEX (panel B)
y la cohorte CAM (panel C) usando la prueba U de Mann-Whitney y regresion lineal (Modelo Lineal Generalizado o GLM, por sus siglas en inglés). Las correlaciones fueron determinadas utilizando la
prueba de rangos de Spearman. Sélo fueron usados los alelos HLA con al menos una asociacidn significativa (score de +1/-1). Se usd jittering aleatorio para evitar la superposicion de puntos en la

e . ._260
grafica. Figura tomada de la referencia™ .
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A continuacién, realizamos un andlisis multivariable que ajustd para variables confusoras, incluyendo el género,
la edad, la ubicacidn geografica de reclutamiento, asi como los alelos HLA con las asociaciones significativas para
cada parametro clinico de VIH en el analisis univariable (U de Mann-Whitney) en la cohorte combinada
MEX/CAM, asi como en las cohortes individuales (ver Método para mas detalles). Los coeficientes de regresion
y los intervalos de confianza 95% significativos se muestran en la Figura 29 y en la Tabla Suplementaria S9.

En general, los puntajes o scores de las asociaciones HLA-VIH entre el andlisis univariable y el multivariable
correlacionan robustamente en los analisis de todas las cohortes (rho de Spearman de 0.8277, 0.8566 y 0.8057
para la cohorte MEX/CAM, MEX y CAM, respectivamente, todos los valores p<0.0001; Figura 30, paneles A-C).
Es importante destacar que la mayoria (10/15, 66.6%) de las nuevas asociaciones HLA-VIH con alelos amerindias
identificadas en los analisis univariados de la cohorte MEX/CAM permanecieron significativas después del ajuste
del andlisis multivariable; entre estos se incluyen los alelos protectores A*03:01, B*¥15:39y B*39:02, y los alelos
de riesgo A*01:02, A*68:03, A*68:05, B*15:30, B*35:12, B*39:05 y C*03:04 (Tabla Suplementaria S9 y Figura
29). Cuando las cohortes se analizaron individualmente, A*03:01 (asociacion de proteccion), A*68:03, B*35:12
y B*39:05 (asociaciones de riesgo) permanecieron significativos después del ajuste del analisis multivariable en

ambas cohortes (Tabla Suplementaria S9 y Figura 29).
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Figura 29. Analisis multivariable de las asociaciones HLA-VIH en la cohorte combinada MEX/CAM y en las cohortes individuales utilizando 5 parametros clinicos.
Un modelo independiente de regresion lineal (GLM) fue construido para cada alelo HLA y un pardmetro clinico, mientras se corrigié por el género, la edad, el lugar geogréfico de reclutamiento
(pais/regidn) y la presencia de los alelos HLA con el efecto mas significativo (p<0.001) para cada parametro clinico en los analisis univariable utilizando Mann-Whitney (ver Tabla Suplementaria S9
para ver los alelos HLA con los que se ajusté cada modelo). Sélo se muestran los coeficientes y los intervalos de confianza 95% de las asociaciones significativas (p<0.05, q<0.2). Los alelos se agrupan
por el score HLA-VIH (+5 [proteccidn] a -5 [riesgo]), después dentro de cada grupo estan ordenados por el coeficiente de Z-score, CVp, conteo de CD4, %CD4 y el cociente de CD4/CD8. Los alelos
asociados a la proteccion y al riesgo de la progresion a la enfermedad por VIH estan sombreados con los colores verde y naranja progresivamente mas profundos, respectivamente. Se muestran el
numero de individuos (n=) que expresan cada alelo HLA. Las lineas verticales de color azul denotan un coeficiente igual a cero. Figura tomada de la referencia®®’.
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Figura 30. Correlaciones entre los scores o puntajes de las asociaciones HLA-VIH dentro y entre cohortes.
Se muestran gréficas de dispersion de los scores o puntajes HLA-VIH entre los analisis univariados y multivariables de las cohortes MEX/CAM (A), MEX
(B) y CAM (C). El panel D muestra una grafica de dispersidn entre los puntajes (scores) HLA-VIH de andlisis univariados entre la cohorte MEX y la
cohorte CAM. La correlacidn entre los puntajes HLA-VIH se determinaron con prueba de rango de Spearman. Se usé jittering aleatorio para evitar la
superposicidn de puntos. Para los paneles A, By C sélo se consideraron los alelos HLA con al menos una asociacién con un pardmetro clinico de VIH.

. ._260
Figura tomada de la referencia™ .

93



Ademas, se realizdé un segundo andlisis multivariable para tener en cuenta los efectos de los alelos en fuerte
desequilibrio de ligamiento (LD) con los alelos significativamente asociados con los pardmetros clinicos de VIH
(segundo modelo de regresion lineal [GLM] de la Tabla Suplementaria S10). La mayoria de las asociaciones HLA-
VIH identificadas en el analisis univariable de la cohorte combinada MEX/CAM se mantuvieron significativas
después de la correccidon multivariable; estas incluyeron a las nuevas asociaciones de proteccidn de los alelos
A*03:01 (LD B*07:02, B*39:05), B*15:39 (LD C*03:03) y B*39:02 (LD C*07:02), y las asociaciones de riesgo de
los alelos A*01:02 (LD B*49:01), A*02:06 (LD C*07:02, B*39:05, B*39:08, C*08:01), A*68:03 (LD B*39:05,
C*07:02, B*35:43), B*15:30 (LD C*01:02), B*35:12 (LD C*04:01, A*02:01) y C*03:04 (LD B*40:01/02, B*15:10,
B*40:05/08/11, A*68:01). Sin embargo, en algunos casos, el fuerte desequilibrio de ligamiento entre ciertos
pares de alelos (notablemente del haplotipo protector B*14:02~C*08:02, el cual exhibié el LD de 2 loci mas
fuerte en la cohorte combinada [valor p del andlisis de LD = 8.0E-195, ver Tabla Suplementaria S 2] y de los
haplotipos de riesgo B*39:05~C*07:02 [valor p = 3.9E-144] y B*40:01~C*03:04 [valor p = 2.6E-23]) impidieron
la identificacién del alelo que conducen las asociaciones significativas con los pardmetros clinicos. Ademas,
algunas asociaciones con alelos HLA-C (por ejemplo, C*02:02 de proteccién y C*04:01 de riesgo) pudieron
explicarse parcial o completamente por su desequilibrio de ligamiento con alelos HLA-B: B*27:05 explica el
efecto aparente de C*02:02 y los alelos B*35:01/02/12 explican el efecto aparente de C*04:01 (el efecto

117) De la misma forma,

aparente de C*04:01 en fuerte LD con los alelos B*35 se han descrito previamente
algunos alelos HLA-B no permanecieron asociados significativamente con los pardmetros clinicos cuando se
tomaron en cuenta sus alelos en LD. Entre estos se encuentran las nuevas asociaciones HLA-VIH con los alelos
amerindios B*39:01 y B*39:06, ambos en fuerte LD con el alelo C*07:02. Como este ultimo alelo también esta
en muy fuerte desequilibrio con el muy frecuente alelo B*39:05 (también nueva asociacion de riesgo), es posible

que la inclusiéon de C*07:02 en el modelo confunda nuestra capacidad de validar a los alelos B*39:01 y B*39:06

como factores de riesgo independientes.

7. 5 Andlisis secundarios utilizando sélo la carga viral (CVp) y el conteo de CD4
Aunque el uso del sistema de puntuacién (score) de 5 pardmetros mejord la sensibilidad para identificar las

asociaciones (ver discusion), los estudios de asociacién HLA-VIH han usado tradicionalmente sélo los parametros

134,216,223,226

de CVp y el conteo de CD4 . Por este motivo, para facilitar la comparacién directa de nuestros
resultados con estudios previos, los resultados basados solamente en la CVp y el conteo de CD4 se proporcionan
en las Tablas Suplementarias S8 (andlisis univariable) y S9 (analisis multivariable). La correlacidon entre los
resultados de los sistemas de puntuacion de 5 parametros (CVp, conteo CD4, Z-score, % CD4 y CD4/CD8) y 2
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parametros (CVp y conteo CD4) fue significativa y robusta tanto para los anadlisis univariables (rho de Spearman
>0.93, en todos los casos p<0.0001; Figura 31, paneles A-C) como para los analisis multivariables (rho de

Spearman >0.88, en todos los casos p<0.0001; Figura 31, paneles D-F).

7.6 Variacion regional de las asociaciones HLA-VIH entre las cohortes MEX y CAM
Finalmente, quisimos investigar hasta qué punto las asociaciones HLA-VIH en las cohortes MEX y CAM eran

universales frente a las especificas de cada regién. Tomando la unidn de todos los alelos HLA que lograron un
score HLA-VIH distinto de cero en los analisis univariados en las cohortes MEX y CAM, se evalué el grado en que
los scores se correlacionaron entre cohortes utilizando la correlaciéon de Spearman. En general, la correlacidon
fue estadisticamente significativa, pero la fuerza (rho) de la correlacién fue bastante modesta (rho de Spearman
=0.334, p=0.032, ver figura mostrada antes, Figura 30, panel D). De hecho, sélo 8 asociaciones se compartieron
entre las cohortes MEX y CAM (alelos de proteccién: B*57:01, B*57:03 y A*03:01; alelos de riesgo: B*39:05,
A*68:03, C*07:02, B*35:12 y C*04:01), mientras que 16 asociaciones fueron exclusivas de MEX y de 16 de CAM.
Es importante sefialar que estas diferencias podrian ser atribuibles, al menos en parte, a las importantes
diferencias en la distribucidn de las frecuencias alélicas HLA entre las cohortes (Figura 32), que a su vez influye
en el poder para identificar las asociaciones HLA-VIH individuales por debajo de un umbral de significancia
predefinido. Sin embargo, esta observacidn sugiere que, si bien muchas asociaciones HLA-VIH son comunes a

ambas regiones, otras pueden ser especificas de cada region.
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Figura 31. Correlacidn entre los scores basados en 5 (CVp, CD4, Z-score, %CD4 y CD4/CD8) y 2 (s6lo CVp y CD4) parametros de los anilisis
univariables y multivariables.
Se muestran las graficas de dispersion que relacionan los scores basados en 5y 2 parametros en los analisis univariables (paneles A-C) y multivariables
(paneles D-F) en la cohorte combinada MEX/CAM (panel A y D), en la cohorte MEX (paneles B y E) y en la cohorte CAM (paneles C y F). Sélo se
tomaron en cuenta los alelos que se asociaron con por lo menos un parametro clinico de VIH. Las correlaciones fueron determinadas con la prueba
de rango de Spearman. Figura tomada de la referencia®®.
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Figura 32. Comparacion de frecuencias alélicas HLA de clase | entre las cohortes MEX (n=1679), CAM (n=1534) y HOMER (n=1622).
Las frecuencias alélicas HLA de clase | (FA>0.001 para por lo menos una cohorte) fueron comparadas usando pruebas exactas de Fisher corregidas con valores q para abordar las multiples

comparaciones. Las diferencias significativas (p<0.05, q<0.2) se denotan con (). Figura tomada de la referencia”®.
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7.7 Complejidades aditivas HLA
7.7.1 Efecto aditivo de alelos HLA protectores y de riesgo

Se ha descrito en estudios previos el efecto aditivo de los alelos HLA de clase | cuando se compararon individuos
VIH+ que expresan tanto alelos protectores como de riesgo, demostrando que los alelos HLA con un efecto
protector o de riesgo parecen tener un efecto aditivo mds que dominante en el control del VIH a nivel
individual®®®. Para investigar el efecto aditivo HLA en la cohorte combinada MEX/CAM, comparamos los
parametros clinicos de VIH (CVp, conteo de CD4 y Z-score) entre los individuos que coexpresaron alelos HLA
protectores y de riesgo del locus HLA-B (Figura 33) y tomando en cuenta a todos alelos protectores y de riesgo
de los loci HLA-A, -By -C (Figura 34). Los individuos de la cohorte fueron categorizados dependiendo del nimero
de alelos protectores y de riesgo (aquellos que fueron se asociaron significativamente con al menos un
parametro clinico [score HLA-VIH de +1/-1] de la Figura 27 del presente estudio). Todo los demas individuos que
no expresaron ningun alelo protector o de riesgo fueron agrupados en la Ultima categoria de cada panel de las
Figura 33 y Figura 34 (alelos protectores =0 y de riesgo =0).

El andlisis en donde sélo se tomaron en cuenta los alelos protectores y de riesgo del locus HLA-B (Figura 33),
sugiere que los individuos que coexpresan 2 y 1 alelos protectores tienen CVp significativamente mas bajas y
conteos de CD4 y Z-score significativamente mas altos que aquellos individuos que expresaban 1y 2 alelos de
riesgo (mediana CVp: 4.38 y 4.44 vs 4.80 y 4.85; mediana CD4: 414 y 398 vs 264 y 226; mediana Z-score: 0.33 y
0.14 vs -0.24 y -0.39, respectivamente; en todos los casos p<0.05). No encontramos diferencias significativas en
los parametros clinicos entre quien expresaban 1y 2 alelos protectores, ni en quien expresaba 1y 2 alelos de
riesgo, sin embargo, no se puede descartar una falta de poder estadistico debido al reducido ndmero de
individuos que coexpresaban 2 alelos de riesgo o de protecciéon. Notablemente, no encontramos diferencias
significativas en los pardmetros clinicos entre los individuos que coexpresaban un alelo HLA-B protector y uno
de riesgo y aquellos que no expresaban ningun alelo protector o de riesgo (mediana CVp: 4.58 vs 4.62; mediana
CD4: 311 vs 330; mediana Z-score: -0.02 vs -0.06, respectivamente; en todos los casos p=NS), lo que sugiere que
los efectos HLA-B protectores y de riesgo se suman entre si al expresarse en los individuos. Cuando se comparan
los pardmetros clinicos entre quienes coexpresan alelos protectores y de riesgo de los 3 loci (HLA-A, -B'y -C
;Figura 34), multiples diferencias significativas (p<0.05, g<0.2) se pudieron observar entre los grupos (por
ejemplo, CVp: 110/253 [43.4%], CD4: 118/253 [46.6%)], Z-score: 126/253 [49.8%]). Lo que sugiere que cuando
se toman en cuenta los efectos menos fuertes de los alelos de los loci HLA-A y -C (en comparacién con el efecto
dominante del locus HLA-B), se sigue observando un efecto aditivo importante entre los alelos HLA protectores

y de riesgo individuales al coexpresarse en los individuos.
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En conjunto, estos datos sugieren que los alelos HLA individuales asociados a la proteccidn o al riesgo ejercen
una fuerte influencia sobre los parametros clinicos de VIH, incluidos los alelos con asociaciones candnicas
previamente descritas, asi como los nuevos alelos descritos en el presente trabajo doctoral, no dominan la

respuesta inmune sino, mas bien, sugieren que la contribucién de los alelos HLA individuales es aditiva.
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Figura 33. Efecto aditivo de los alelos HLA-B protectores y de riesgo.
En los paneles se muestra el efecto aditivo de los alelos protectores y de riesgo del locus HLA-B sobre la CVp (A), el conteo de CD4 (B) y el Z-score (C).
Se tomaron como alelos protectores o de riesgo aquellos que permanecieron significativos con por lo menos un parametro clinico (score HLA-VIH de
+1 0 -1) del anélisis de la Figura 27 (panel A, analisis de la cohorte combinada MEX/CAM). El dltimo grupo de cada panel (alelos protectores y de
riesgo =0) incluye a los individuos de la cohorte que no expresaron ningun alelo protector o de riesgo. Las comparaciones se realizaron mediante la
prueba estadistica U de Mann-Whitney y la prueba Kruskall-Wallis. La mediana y el rango intercuartil (percentiles 25-75) se denotan con lineas azules
para cada grupo de comparacion. La mediana de la cohorte para cada parametro clinico se denota con una linea roja.
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(Figura 34. Efecto aditivo de los alelos HLA-A, -B y -C protectores y de riesgo.; continuacion, ver pie de figura mas adelante).
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(Figura 34. Efecto aditivo de los alelos HLA-A, -B y -C protectores y de riesgo.; continuacion, ver pie de figura mas adelante).
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Figura 34. Efecto aditivo de los alelos HLA-A, -B y -C protectores y de riesgo.

En los paneles se muestra el efecto aditivo de los alelos protectores y de riesgo del locus HLA-B sobre la CVp (A), el conteo de CD4 (B) y el Z-score (C). Se tomaron como alelos protectores o de riesgo
aquellos que permanecieron significativos con por lo menos un parametro clinico (score HLA-VIH de +1 o -1) del analisis de la Figura 27 (panel A, anélisis de la cohorte combinada MEX/CAM). El dltimo
grupo de cada panel (alelos protectores y de riesgo =0) incluye a los individuos de la cohorte que no expresaron ningun alelo protector o de riesgo. S6lo se muestran y se compararon aquellos grupos
o categorias que tenian >25 observaciones. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba estadistica U de Mann-Whitney (debido a que se realizaron >250 comparaciones en cada panel, los
valores p se corrigieron con valores q) y la prueba Kruskall-Wallis. Las diferencias significativas entre los grupos se muestran denotados con una linea negra (p<0.05, g<0.2). La mediana y el rango
intercuartil (percentiles 25-75) para cada grupo de comparacion se denotan en lineas azules. Los grupos de los paneles A y B fueron ordenados por la mediana de Z-score del panel C. La mediana de
la cohorte para cada parametro clinico se denota con una linea roja.
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7.7.2 Efectos dependientes de frecuencia HLA
A continuacion, analizamos la base de datos de la cohorte MEX/CAM para buscar evidencia del efecto
dependiente de frecuencia HLA o la hipdtesis conocida como la ventaja de los alelos HLA raros, fendmeno que

198 se observaron

se ha descrito anteriormente en relacion a la progresién a la enfermedad por VIH
correlaciones modestas pero significativas entre las frecuencias alélicas HLA individuales y la mediana de los
parametros clinicos (CVp, CD4 y Z-score) asociada a cada alelo HLA (n>5) presente en la cohorte MEX/CAM
(Spearman rho: mediana Cvp = 0.2078; mediana conteo CD4 =-0.2311; mediana Z-score = -0.1909; en todos los
casos p<0.05; Figura 35 paneles B-D) y para los alelos asociados significativamente (puntuacion o score de 5
parametros del andlisis univariable de la Figura 27 panel A) con la progresion a la enfermedad en el presente
estudio (Spearman rho: mediana Cvp = 0.3973; mediana conteo CD4 = -0.4164; mediana Z-score = -0.4004; en
todos los casos p<0.05; Figura 35 paneles F-H). De igual manera, se observé una asociacion entre la puntuacién
(score) de los 5 pardmetros clinicos de VIH y la frecuencia alélica individual de cada alelo HLA asociado a la
progresion a la enfermedad (Spearman rho: -0.3216, p=0.0147: Figura 35 panel E). Esta ultima correlacién no es
significativa cuando se toman en cuenta todos los alelos HLA expresados en la cohorte (Figura 35 panel A).

Sin embargo, estos andlisis son complicados por el hecho de que a nivel de cada individuo los efectos protectores
de poseer un alelo raro pueden confundirse por la presencia de alelos comunes o frecuentes en cualquiera de
los otros cinco alelos HLA de clase | presentes en el individuo, especialmente a la luz de los datos presentados
aqui, que argumentan el efecto aditivo HLA a nivel individual. Para abordar este problema, asignamos a cada
individuo de nuestra base de datos una frecuencia general o combinada de sus alelos HLA, equivalente a la suma
de las frecuencias de todos sus alelos HLA individuales. Estos valores de frecuencia globales dieron una
correlacién débil, aunque muy significativa, con la CVp, el conteo de T CD4 y el Z-score de VIH (Spearman rho:
Cvp = 0.1083; conteo CD4 = -0.1253; Z-score = -0.1328; en todos los casos p<0.0001, Figura 36). Aunque este
analisis busca abordar el impacto de la frecuencia global de los alelos a nivel individuo, se complica por el hecho
de que, como se discutid previamente en este trabajo, los alelos HLA a menudo tienen un desequilibrio muy
fuerte. En consecuencia, la posibilidad de encontrar un conjunto de alelos (y, por lo tanto, desde el punto de
vista del virus, adaptandose a ellos) se relaciona tanto con las frecuencias alélicas individuales como con la
fuerza del vinculo (desequilibrio de ligamiento) entre los alelos. Para compensar esto, examinamos el efecto de
combinar las frecuencias de los alelos HLA-A, -B y -C de cada individuo por separado, ya que estos pares de
alelos no pueden estar en desequilibrio de ligamiento. Al hacer esto, observamos correlaciones débiles, pero
significativas, entre la frecuencia combinada de los alelos HLA-A, -By -C y la CVp, el conteo de CD4 y el Z-score

(rho de Spearman de la frecuencia combinada de HLA-A: CVp = 0.0521: CD4 = -0.0818; Z-score = -0.0764;
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frecuencia combinada HLA-B: CVp =0.0539; CD4 =-0.0750; Z-score = -0.0690; frecuencia combinada HLA-C: CVp
=0.1172; CD4 =-0.1006; Z-score = -0.1245; en todos los casos valor p<0.005; datos no mostrados en figura), lo
gue respalda la existencia de un efecto aditivo entre los pares de alelos del mismo locus. Sin embargo,

nuevamente es importante notar que las tendencias son débiles ya que los valores de Spearman de rho son muy

reservados.

105



Figura 35. Efecto dependiente de frecuencia HLA (frecuencia alélica HLA vs mediana de parametro clinico HLA)
Se muestran las gréficas de dispersidon que relacionan las frecuencias alélicas HLA de todos los alelos (n>5) presentes (paneles A-D) o sélo los alelos asociados significativamente (analisis univariable)

con los parametros clinicos de la Figura 27 (paneles E-H) en la cohorte MEX/CAM y la puntuacién (score) de las asociaciones HLA-VIH (paneles A y E) o la mediana de CVp (paneles B y F), conteo CD4
(paneles Cy G) y el Z-score (paneles D y H). Las correlaciones fueron determinadas con la prueba de rango de Spearman.
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Figura 36. Efecto dependiente de frecuencia HLA (correlacion frecuencia combinada HLA vs CVp/CD4/Z-score)
Se muestran las graficas de dispersion que relacionan la CVp (panel A), el conteo de CD4 (panel B) y el Z-score (panel C) con la frecuencia combinada
total HLA (calculada como la suma de las frecuencias de cada uno de los alelos que expresa cada individuo). Las correlaciones fueron determinadas
con la prueba de rango de Spearman.

7.7.3 Ventaja de los heterocigotos HLA

Una hipétesis vinculada a la seleccidn dependiente de frecuencia es la de la ventaja de los heterocigotos HLA,
basada en el principio de que los individuos heterocigotos en los loci HLA pueden presentar una mayor variedad
de péptidos o epitopos antigénicos que los homocigotos, lo que da como resultado una respuesta inmune mas
efectiva a una gran diversidad de patégenos?®®. Este fendmeno esta vinculado a que entre mas frecuentes son
los alelos, sus homocigotos seran mas frecuentes. No encontramos diferencias significativas en los valores de
Cvp y el Z-score entre heterocigotos (para todos los loci) y homocigotos HLA (en por lo menos un loci) (Figura
37, panel Ay C), sin embargo, si observamos una diferencia significativa entres estos grupos para el conteo de
T CD4 (Figura 37, panel B; p=0.013). En contraste con estudios previos que resaltan la preeminencia de los
linfocitos T citotdxicos (CTLs) restringidos por HLA-B y que encontraron que la homocigosis en HLA-B era mas
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perjudicial que en HLA-Ay -C >, no encontramos diferencias significativas entre los homocigotos exclusivos para

HLA-B al compararlos con los homocigotos en los loci HLA-A y -C.
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Los efectos de la homocigosis acumulada también se examinaron agrupando a los individuos homocigotos en
uno, dos o los tres loci HLA. Observamos una diferencia significativa y una tendencia entre los valores de CD4
entre los heterocigotos y los homocigotos un solo locus (p=0.029) y en dos loci (tendencia, p=0.08). Sin embargo,
no se puede descartar la posibilidad de no encontrar diferencia significativa con el grupo de homocigotos en los

3 loci, debido al bajo poder estadistico dado el bajo nimero de individuos triple homocigotos (n=27).

Figura 37. Ventaja de los heterocigotos HLA
Se muestra el efecto de la homocigosis sobre la CVp (panel A), el conteo de CD4 (panel B) y el Z-score (panel C). En cada panel se comparan los
parametros clinicos de los heterocigotos HLA (en los 3 loci) con los homocigotos para cualquier loci, homocigotos para uno, dos o tres loci y con los
homocigotos exclusivamente para un loci en particular. Los grupos se compararon con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. La mediana y
el rango intercuartil (percentiles 25-75) de cada grupo se denota en azul. La mediana poblacional del parametro de interés se muestra con una linea
roja.
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7.8 Impacto de los alelos HLA-B*35 y los grupos B*35-PX/PY sobre la progresion a la enfermedad por
VIH en la cohorte MEX/CAM
Estudios previos han asociado consistentemente a los alelos HLA-B*35 (en particular a los alelos del grupo B*35-

PX) con una rapida progresion a la enfermedad por VIH-1 clado B'>217:228:269

. Histéricamente, los alelos HLA-
B*35 se han clasificado en dos grupos basados en la preferencia de uniéon de aminodacidos en la posicién 9 (P9 o
también llamado bolsillo F [F-pocket]) de los péptidos que presentan. El grupo B*35-PY unen preferencialmente
el aminodcido tirosina (Y, de alli el nombre PY) en la posicién P9, mientras que el grupo de alelos conocidos
como B*35-PX tiene una preferencia por pequefios residuos hidrofébicos como leucina, metionina o valina, pero
no son capaces de unir tirosina (de alli PX, por su preferencia de unir cualquier otro residuo, pero no tirosina)**’.
Ambos grupos tienen una preferencia por prolina en la posicion 2 (P2). Los alelos del grupo B*35-PX
(B*35:02/03/04) han sido asociados con una progresion rapida, mientras que los B*35-PY (B*35:01/08) se han

asociado de forma neutral con la progresién a la enfermedad por VIH'’

. Los posibles mecanismos de esta
asociacién permanecen sin conocerse, pero han sido relacionados con la unidn diferencial del receptor de unién
de inmunoglobulina B2 de leucocitos (LILRB2, por sus siglas en inglés)?’®. Adicionalmente, se ha sugerido una
mayor habilidad del alelo B*35:01 (descrito como PY) de unir péptidos de la proteina viral Gag al compararlo
con los alelos B*35:02/03/04 (descritos como grupo PX), haciendo una diferencia sustancial en la progresién de

la enfermedad por VIH**"?"%,

7.8.1 Diversidad, frecuencia e impacto de los alelos B*35 en MEX/CAM

Para elucidar estas observaciones, evaluamos el impacto de la progresion a la enfermedad por VIH de los alelos
HLA-B*35 en la cohorte MEX/CAM (n=3213). Los alelos del grupo alélico HLA-B*35 son los mas frecuentes del
locus HLA-B en la cohorte MEX/CAM (aproximadamente un tercio de los individuos en la cohorte expresan algin
subtipo B*35). Interesantemente, la misma observacion puede hacerse en individuos mexicanos no infectados
por VIH?*!. Ademds, este grupo alélico presenta una gran diversidad de alelos que no se han estudiado antes en
este contexto, haciendo estas cohortes ideales para comprobar la hipdtesis de B*35-PY/PX en la progresién a la
enfermedad por VIH. Brevemente, en la cohorte MEX/CAM se observaron 27 alelos distintos del grupo alélico
B*35, de los cuales 10 alelos (B*35:01/02/03/08/12/14/16/17/20/43) tenian un n>10 (frecuencia alélica
~0.0015). En la Figura 38 comparamos las frecuencias alélicas de los subtipos B*35 (n>10) entre la cohorte MEX
y CAM. Los alelos B*35:14/16/17 se encontraron en significativamente mayor frecuencia en MEX, y los alelos
B*35:01/20/43 eran significativamente mas frecuentes en CAM. Como se puede observar en la Figura 38, de los

alelos frecuentemente expresados en la cohorte, los subtipos B*35:01/08 han sido previamente clasificados
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como B*35-PY y los subtipos B*35:02/03 como B*35-PX. A los alelos B*35 amerindios restantes
(B*35:12/14/16/17/20/43) no se les ha descrito los motivos de reconocimiento HLA (preferencia de

aminodcidos en los sitios de anclaje P2 y P9).

Figura 38. Comparacion de frecuencias alélicas de los alelos B*35 con n>10 en las cohortes MEX y CAM.
Se compararon las frecuencias alélicas de los alelos B*35 (n>10) entre la cohorte MEX (rojo) y la cohorte CAM (azul) utilizando pruebas exactas de
Fisher corregidas con valores g. Con (*) se denotan las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05, q<0.2) para las frecuencias comparadas.
Los alelos previamente descritos como B*35-PX o PY se encuentran denotados sobre las barras de frecuencias.

Con el objetivo de evaluar el impacto de los alelos B*35 especificos sobre la progresion a la enfermedad por
VIH, comparamos las CVp y los conteos de T CD4 (los dos parametros clinicos utilizados como pardmetros

independientes de la progresién a la enfermedad’***’

) entre los individuos positivos y negativos para cada uno
de los alelos B*35 (semejante a como se realizd el en analisis univariable [Figura 27] en el presente trabajo
doctoral). En la Figura 39, se pueden observar que a excepcién de 3 alelos (B*35:16 [mediana CVp=4.41],
B*35:08 [4.53] y B*35:43 [4.62]), los alelos B*35 muestran una mediana de CVp mayor a la mediana poblacional
(4.65 Log™ copias RNA de VIH/ml), mientras que para el conteo de T CD4 a excepcion de 2 alelos (B*35:03
[mediana CD4=378] y B*35:20 [321]), los alelos B*35 tienen una mediana menor a la mediana poblacional (315
células T CD4+/yl). El alelo previamente descrito como de riesgo en algunos contextos'0>134210219.227,228 px35.01
(el mas frecuente en MEX/CAM [ver Figura 23] y previamente descrito como PY'! [asociacién neutra]) se asocid
con valores altos de CVp (mediana CVp=4.75, p=0.0406, q=0.16) y con valores bajos del conteo de CD4 (mediana

CD4=280, p=0.018, q=0.10), mientras que el alelo B*35:02'0>117134195,219.228 (miambyro del grupo de riesgo PX'Y)
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se asocio a valores altos de CVp (mediana CVp=5.10, p=0.0021, q=0.02, mediana m4s alta de los alelos B*35 y
de los alelos HLA-B [Figura 25]). Cdmo se demostré previamente en el presente trabajo doctoral, el alelo
amerindio B*35:12, que es segundo alelo B*35 mas frecuente en MEX/CAM y que no se ha descrito en el
contexto de los grupos B*35-PX/PY, se asocidé significativamente con una CVp alta (mediana CVp=4.83,
p=0.0002, q=0.003) y conteos de CD4 bajos (mediana CD4=232.1, p=1.0E-04, q=0.003) (Figura 39). Estos
resultados sugieren que los subtipos de B*35 se asocian con la progresién a la enfermedad independientemente
de su clasificacién al agrupamiento B*35-PX/PY, revelando que los alelos PY pueden ser susceptibles a la

enfermedad por VIH y que concurren diferencias de asociacion dentro de los grupos PX/PY.

Figura 39. Comparacién parametros clinicos (CVp y conteo de CD4) de VIH asociados a los alelos B*35 en la cohorte MEX/CAM.
En los dos paneles de la izquierda se muestra la distribucion de cargas virales y conteos de T CD4 asociados a los alelos B*35 con n>10 (FA~0.0015).
Los alelos aparecen ordenados por su mediana de CVp. Se denotan los alelos descritos previamente como B*35-PX o PY. Los diagramas de caja (box
plots) denotan la mediana y los percentiles 25 y 75, y los bigotes (whiskers) muestran los percentiles 10-90. En azul se denotan las diferencias
significativas (p<0.05, q<0.2, prueba U de Mann-Whitney de dos colas) entre las CVp o los conteos de CD4 de los individuos positivos versus los
negativos para un alelo en particular. La linea vertical de color rojo muestra la mediana poblacional del parametro clinico. En el panel de la derecha
se muestran las frecuencias alélicas de los alelos B*35 en la cohorte MEX/CAM.

7.8.2 Efecto aditivo de los alelos B*35

25 por lo que quisimos investigar

Existen evidencias descritas previamente del efecto aditivo de los alelos HLA
este efecto en los alelos B*35 de la cohorte MEX/CAM al comparar los parametros clinicos entre los individuos
gue coexpresan uno y dos alelos B*35. Encontramos diferencias significativas en el control viral (CVp) y en la
preservacion de los T CD4 en los individuos que expresan un alelo B*35 cualquiera y aquellos que coexpresan
dos alelos B*35 cualquiera (p=0.049 y 0.0044 para CVp y el conteo CD4, respectivamente), a su vez estos ultimos

eran significativamente diferentes de los que no expresaban ningun alelo B*35 (Figura 40, panel Ay B; Kruskall-
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Wallis p<0.0001 para CVp y conteo CD4), sugiriendo que los individuos positivos para dos alelos B*35 cualquiera
estan en desventaja en comparacién con individuos positivos para un solo alelo B*35 y que estos a su vez se
encuentran en desventaja con los que no expresan ningun alelo B*35.

Para evaluar si este efecto se debe a subtipos B*35 especificos, confrontamos los parametros clinicos entre los
individuos homocigotos y heterocigotos para cada uno de los alelos B*35 mas frecuentes (B*35:01/12/17/43;
los alelos infrecuentes no se compararon debido al limitado poder estadistico dado el bajo numero de individuos
homocigotos) en la cohorte MEX/CAM (Figura 40, panel C y D). En esta comparacion se excluyeron a los
individuos dobles positivos para alelos B*35 distintos (para evitar el efecto de los homocigotos observado en las
comparaciones de Figura 40, panel A y B), es decir, sélo se compararon los homocigotos y heterocigotos para
un alelo en particular. En este andlisis, sélo encontramos dos diferencias, una diferencia modesta (aunque no
significativa, tendencia de p=0.055) entre los valores de CVp de los homocigotos y heterocigotos para el alelo
amerindio B*35:17 (relativamente frecuente en la cohorte MEX [Figura 32 y Figura 39 para ver las FA]); y una
diferencia significativa (p=0.035) en los valores del conteo de CD4 entre los homocigotos y heterocigotos para
el alelo amerindio previamente asociado con la progresion a la enfermedad B*35:12 en el presente trabajo

doctoral (Figura 40, panel Cy D).
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Figura 40. Efecto aditivo de los alelos de riesgo B*35 en la cohorte MEX/CAM.
En los paneles Ay B se compararon los parametros tipicos de progresion a la enfermedad (CVp y conteo de T CD4) entre los individuos que coexpresan 2 copias (+/+) de cualquier alelo B*35, una sola
copia B*35 (+/-) y los negativos (-/-) para cualquier B*35. En los paneles C y D se compararon los pardmetros clinicos entre quienes son homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) para los alelos B*35
especificos mas frecuentes (los alelos B*35 infrecuentes no se compararon debido al bajo nimero de individuos homocigotos). En esta comparacién se excluyeron a los individuos dobles positivos
para alelos B*35 distintos (para evitar el efecto de los homocigotos observado en las comparaciones de los paneles Ay B), es decir, sélo se compararon los homocigotos y heterocigotos para un alelo
en particular. Las comparaciones se realizaron empleando la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Adicionalmente, para los paneles Ay B se realizé la prueba no pardmetrica Kruskall-Wallis.
Las lineas rojas horizontales denotan las medianas de los parametros clinicos (mediana CVp = 4.657 Iog10 copias RNA de VIH/ml de plasma; mediana conteo de CD4 = 315 células T CD4+/pl).
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7.8.3 Los grupos B*35-PX y PY se asocian a la progresion al riesgo de progresion a la enfermedad

Finalmente, comparamos los pardmetros clinicos entre los alelos descritos previamente como B*35-PX
(B*35:02/03/04), B*35-PY (B*35:01/08)'"’, los alelos B*35 no definidos previamente en el contexto PX/PY y los
negativos a B*35. Los grupos se compararon entre ellos y con su negativo (por ejemplo, B*35-PX" vs B*35-PX,
B*35-PY" vs B*35-PY’, etc.). Para eliminar el efecto confusor que resulta de los homocigotos HLA, se excluyeron
los individuos homocigotos para HLA-B y los que expresaban dos alelos de cualquier alelo B*35 (es decir, se
compararon sélo los heterocigotos para B*35). En contraste con trabajos previos''’, no se encontraron
diferencias significativas en la CVp o el conteo de CD4 entre los grupos B*35-PX y PY, sélo se encontraron
diferencias modestas asociadas a valores mayores de CVp en el grupo B*35-PX (al compararlo con PY una
tendencia, p=0.074; con B*35-PX, p=0.043; y con los B*35, p=0.021) (Figura 41, panel A y B). Notablemente,
observamos diferencias significativas entre los B*35 no definidos previamente como PX/PY y su negativo
(p=0.017 [CVp] y p=0.0104 [CD4]) y con los B*35 negativos (CVp p=0.0024 y CD4 p=0.0015) (Figura 41, panel A
y B), sugiriendo que los alelos no previamente descritos como PX/PY (en particular B*35:12 [nueva asociacion
de riesgo]) presentan una asociacion de riesgo con la progresion a la enfermedad por VIH.

En virtud de su similitud con otros miembros de los grupos B*35-PX (notablemente B*35:02/03/04) y B*35-PY
(B*35:01/08), en las posiciones 114 y 116 del sitio de unién a péptido de la molécula HLA-B, los alelos amerindios
B*35 previamente no definidos como PX/PY se clasificaron como miembros putativos de dichos grupos. En
consecuencia, los alelos que tenian asparagina (N) en posicidn 114 y tirosina o fenilalanina (Y/F) en posicion 116
se clasificaron como PX putativos (B*35:06/12/22/31), y los alelos con acido aspartico (D) en posicion 114 y
serina (S) en posicion 116 se clasificaron como PY putativos
(B*35:05/10/11/14/16/17/19/20/23/24/26/27/28/30/43/45/48/49) (ver Figura 42). Al comparar los
parametros clinicos entre los B*35-PX y PY descritos y putativos (excluyendo el efecto confusor de los
homocigotos en HLA-By para B*35), encontramos diferencias significativas en la CVp (p=0.015) entre los grupos
B*35-PX y PY (no asi para el conteo de CD4, p=0.5011) (Figura 41, panel C y D). Ambos grupos B*35-PX y PY
mostraron una CVp mas alta (p=0.0002 y 0.0591 [tendencia], respectivamente) y conteos de CD4 mas bajos
(p=0.0155 y 0.012, respectivamente) que los individuos negativos a cualquier alelo B*35. De igual manera,
ambos grupos mostraron diferencias significativas con su negativo (PX" vs PX: CVp p=0.0004, CD4 p=0.048; PY"
vs PY": CVp p=NS, CD4 p=0.037), sugiriendo que ambos grupos de alelos se asocian con el riesgo de progresién
a la enfermedad (Figura 41, panel Cy D). En conjunto estos datos sugieren, que los alelos B*35-PX (descritos y

putativos) se asociaron con un mayor riesgo con los parametros clinicos al compararlos con los alelos B*35-PY
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(descritos y putativos), pero también este uUltimo grupo se asocia de manera perjudicial o de riesgo con la

progresion a la enfermedad por VIH.
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Figura 41. Comparacion de parametros clinicos entre los grupos B*35-PX/PY.
En los paneles A y B se compararon las cargas virales de VIH y los conteos de T CD4 entre los alelos descritos como B*35-PX (B*35:02/03/04) y PY (B*35:01/08) y los alelos B*35 no definidos (demas
alelos B*35). En los paneles C y D se compararon los grupos B*35-PX/PY cuando se incluyeron a los alelos B*35 putativos para cada grupo tomando en cuenta las posiciones 114 y 116 del surco de
union a péptido HLA (ver Figura 42). Se muestran en gris las graficas de cajas (box plots) con diferencias significativas cuando se compararon de manera excluyente con su negativo (por ejemplo, las
CVp/CD4 se compararon entre los B*35-PY+ y los B*35-PY-, B*35-PY+ vs B*35-PY-, etc.; el valor p se encuentra debajo de cada grupo). Para evitar efectos confusores que resultan de la homocigosis
HLA, se excluyeron en todos los grupos los individuos homocigotos para HLA-B y los individuos dobles positivos para cualquier alelo B*35. Las comparaciones se realizaron empleando la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Adicionalmente, para los paneles A y B se realizo la prueba Kruskall-Wallis. Las lineas rojas horizontales denotan las medianas de los parametros clinicos de interés.
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Figura 42. Alineamiento de aminoacidos en las posiciones 114 y 116 del surco de unién a péptido y aa de anclaje de preferencia de los alelos
B*35 expresados en la cohorte MEX/CAM.

Se muestra el alineamiento de aminoacidos (aa) en las posiciones 114 y 116 del sitio de unidn a péptido en las posiciones de las moléculas B*35
descritas previamente como PX o PY, asi como su preferencia de aminoacido en su motivo de reconocimiento en las dos principales posiciones de
anclaje P2 y P9 (alelos y aminoacidos denotados en color negro). Denotados en rojo se muestran los alelos B*35 que no se han descrito como PX o
PY y por su similitud en las posiciones 114 y 116 se clasificaron como B*35-PX o PY putativos, de esta manera los alelos que tenian asparagina (N) en
posicién 114 y tirosina o fenilalanina (Y/F) en posicién 116 se clasificaron como PX putativos (B*35:06/12/22/31); y los alelos con acido aspartico (D)
en posicion 114 y serina (S) en posicidn 116 se clasificaron como PY putativos (B*35:05/10/11/14/16/17/19/20/23/24/26/27/28/30/43/45/48/49).
Y =tirosina, X = leucina, metionina o valina, pero no tirosina.

7.9 Caracterizacion de epitopos de VIH restringidos por HLA-B*39

Desde que se describieron por nuestro grupo de investigacion en el 20092

, las primeras distribuciones de
frecuencias alélicas de los loci HLA de clase | en VIH" mexicanos (n=297), destacé la alta frecuencia del grupo
alélico amerindio B*39 en comparacion con las cohortes de referencia caucdsicas HOMER e IHAC (ambas VIH+,
7 veces mas frecuente en la cohorte mexicana vs las cohortes caucasicas, p<0.05 y q<0.2 en ambos casos) y con

231 (p<0.000003, <0.00002). En ese momento quedaba por confirmar

una cohorte de mexicanos VIH negativos
si el grupo alélico B*39 representaba un factor de riesgo para la infeccién por VIH en México, ya que la alta
frecuencia de este grupo alélico podria reflejar un fendmeno epidemioldgico en donde este grupo de alelos HLA
estarian enriquecidos en los sectores mas afectados de la poblacién infectada por VIH o simplemente sea un
sesgo de muestreo de los individuos incluidos en cualquiera de los dos estudios. Notablemente, en el presente
estudio doctoral distinguimos las mismas conclusiones con respecto a la frecuencia del grupo alélico B*39, la
frecuencia del mismo en las cohortes MEX/CAM, MEX y CAM fue 4.95, 5.97 y 3.92 (respectivamente) veces

mayores que la expresada en la cohorte de referencia mayoritariamente caucasica HOMER (FA: 0.1417 vs

0.0283, 0.1691 vs 0.0283 y 0.1111 vs 0.0283, respectivamente; pruebas exactas de Fisher, p<0.0001 y g<0.2 en
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todos los casos). Cuando se compararon los 5 parametros clinicos de VIH usados en este trabajo entre los B*39"
(n=901) y los B*39 (n=2,312) de la cohorte MEX/CAM, encontramos que el expresar B*39 estd asociado al riesgo
de la progresion a la enfermedad al encontrarse asociado significativamente con todos los pardmetros (score
HLA-VIH de -5; pVL p=0.019, q=0.11; CD4 p=4E-05, q=0.001; Zscore p=1E-04, q=0.002; %CD4 p=0.003, q=0.03;
CD4/CD8 p=4E-04, g=0.007; datos no mostrados antes en figura o tabla en el presente trabajo). Los resultados
mostrados en la presente tesis doctoral sugieren fuertemente que los subtipos B*39 que dirigen la previa
asociacion de riesgo incluyen a los subtipos asociados individualmente con el riesgo a la progresién B*39:05,
B*39:01 y B*39:06. Ademas, encontramos que no todos los subtipos de B*39 se asociaban con un riesgo, por
ejemplo, el subtipo menos frecuente B*39:02 estd asociado con la proteccién hacia la progresion a la
enfermedad en las cohortes MEX/CAM y MEX.

Los linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTLs) son capaces de ejercer presion selectiva al reconocer epitopos a lo largo
de todo el proteoma de VIH, esto se comprobado en estudios poblacionales en donde se encontraros respuestas
de EliSpot a todo el proteoma de VIH en distintas poblaciones con diferentes contextos inmunogenéticos*>? (por
ejemplo, al mostrar distintas distribuciones HLA de clase I). De igual manera se ha observado que los alelos HLA
estdn dejando una huella sobre la secuencia del VIH a nivel poblacional al acumularse mutaciones de escape en

216,233,234,244,272,273

poblaciones, incluida la presente cohorte MEX . Se han caracterizado un alto nimero de

epitopos de CTLs de VIH, restringidos por los alelos B*27:05 y B*57:01%"*

, asi como el para el grupo alélico
B*35%"* |0 cual ha permitido estudiar las respuestas citotéxicas que dan como resultado un curso clinico de la
infeccidn especifico. Sin embargo, para el grupo alélico HLA-B*39 no se han estudiado sus respuestas especificas
de CTLs, en especifico para los subtipos expresados en mestizos latinoamericanos. A nuestro conocimiento sélo
se conocen 3 epitopos del subtipo B de VIH-1y 23 para el subtipo C (Tabla 8). Todos estos epitopos han sido
encontrados en poblaciones mayoritariamente de origen africano y estan restringidos por subtipos de B*39
tipicos orientales/amerindios (B*39:01) o africanos (B*39:10). De igual manera, sélo se conocen los motivos de
reconocimiento (los aminoacidos que preferencialmente une una molécula HLA en los sitios de anclaje) de los
subtipos B*39:01, B*39:02 y B*39:09 (mostrados en Tabla 9). La caracterizacién de las respuestas inmunes

restringidas por este grupo de alelos sera relevante para el entendimiento del control inmune por B*39vy es de

relevancia para el disefio de vacunas.
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Tabla 8. Epitopos de VIH-1 restringidos por alelos B*39 descritos previamente por ensayos de EliSpot

Subtipo Posicién en HXB2 Secuencia epitopo AIe:Io Referencia
VIH-1 restrictor s
B Gag (180-188), p24 (48-56) TPQDLNTML B*39:10 K'°Ve“pf2';gg}7§ , Zhai
. 275
B Gag (193-201), p24 (61-69) GHQAAMQML B*39:01 Zhai Zzogfgyguano
B Gag (216-224), p24 (84-92) HPVHAGPIA B39 Zhai 2008*"
C Gag (144-152), p24 (12-20) HQAISPRTL B*39 Pereyra 2014”7
C Gag (160-168), p24(28-36) EEKAFSPEV B*39 Pereyra 2014”7
C Gag (180-188), p24(48-56) TPQDLNTML B*39:10 Kloverpris 2015°"
C Gag (216-224), p24 (84-92) HPVHAGPIA B*39:10 Kiepiela 2007°"°
C Gag (325-337), p24 (193-205) NANPDCKTILRAL B*39:10 Matthews 2008
C Gag (327-337), p24 (195-205) NPDCKTILRAL B*39:10 Kiepiela 2007°"°
C Gag (352-359), p24 (220-227) GVGGPGHK B*39 Pereyra 2014%"
C Gag (364-373), p17 (1-10) AEAMSQVTNS B*39 Pereyra 2014%"
C Pol (156-171), RT (1-16) PISPIETVPVKLKPGM B*39:10 Kiepiela 2007°"°
C Pol (304-314), RT (149-159) LPQGWKGSPAI B*39:10 Kiepiela 2007°"°
C Pol (311-319), RT (156-164) SPAIFQSSM B*39 Pereyra 2014%"
C Pol (642-658), RT (487-503) QDSGSEVNIVTDSQYAL B*39:10 Matthews 2008
C Pol (647-661), RT (492-506) EVNIVTDSQYALGI! B*39:10 Kiepiela 2007°"°
C Pol (650-658), RT(495-503) IVTDSQYAL B*39 Pereyra 2014%"
C Pol (657-672), RT (502-517) ALGIIQAQPDKSESEL B*39:01 Kiepiela 2007°"
C Pol (781-789), Integrasa (66-74) THLEGKIIL B*39 Pereyra 2014%"
C Pol (850-858), Integrasa (135-143) IQQEFGIPY B*39 Pereyra 2014%"
C Vpr (34-42) FPRIWLHGL B*39 Pereyra 2014”7
C Vpr (48-57) ETYGDTWTGV B*39 Pereyra 2014”7
C Vpr (52-62) DTWAGVEAIIR B*39 Pereyra 2014%"
C gp120 (42-51) VPVWKEATTT B*39 Pereyra 2014%"
C gp120 (104-112) MHEDIISLW B*39 Pereyra 2014%"
C Nef (71-79) RPQVPLRPM B*39 Pereyra 2014”7
La blsqueda de epitopos reportados para B*39 se realizd en la Immunology database of Los Alamos HIV database
(https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html).
Tabla 9. Motivos de reconocimiento conocidos del grupo alélico HLA-B*39
Alelo Motivo de reconocimiento Fuente
B*39:01 X-[RH]-x-X-X-x-x-X-[L] Marsh2000
B*39:01 X-[RH]-x-X-X-X-x-X-[L(VIM)] SYFPEITHI
B*39:02 X-[KQ]-X-X-x-X-X-X-[L] Marsh2000
B*39:02 X-[KQ]-X-X-X-X-X-X-[L(FM)] SYFPEITHI
B*39:09 | X-[RH(P)]-X-X-X-X-x-x-[LF] SYFPEITHI
La busqueda de motivos de reconocimiento se realizé con con la Herramienta Motif Scan de la base de datos de Los Alamos HIV database
(https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/motif_scan/motif_scan) usando las fuentes herramientas Marsh2000%** y SYFPEITHI®>>.

7.9.1 Caracterizacion de epitopos de Nef restringidos por los alelos HLA-B*39

Se buscaron epitopos de la proteina Nef de VIH restringidos por alelos B*39 en un conjunto de individuos

mexicanos B*39" infectados por VIH sin exposicién a TAR previo (n=48) mediante ensayos de EliSpot IFNy. En

cada ensayo de EliSpot las PBMCs completas de cada individuo se estimularon con péptidos de 15 aminoacidos

sobrelapados cada 10-11 residuos utilizando la estrategia de mezclas (o pools) de péptidos basados en matriz
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con el objetivo de utilizar el menor nimero de células (ver seccién 6.12.2 de métodos). Una segunda ronda de
ensayos fue necesaria para confirmar la respuesta a péptidos individuales.

Del total de alelos B*39 expresados por estos individuos, el 42% fue B*39:05, 37% fue B*39:06, 13% fue B*39:02
y 8% fue B*39:01. El 45.8% (22/48) de los individuos B*39" mostraron respuesta a uno o mas péptidos
sobrelapados de Nef. En la Figura 43 panel A, se pueden observar la frecuencia de las repuestas generales a cada
péptido de Nef (es importante notar que estas respuestas no se han analizado para descartar que no estén
restringidas por otros alelos no B*39). Se puede observar que ciertas regiones de la proteina son mas
inmunogénicas que otras y que ciertos péptidos presentan mayor frecuencia (Figura 43 panel A) y mayor
intensidad de respuesta (promedio de las respuestas expresado en SFU/milldn de células, Figura 43 panel B).
Para depurar las respuestas inmunes encontradas a sdlo las restringidas por los alelos B*39, se realiz6 una
busqueda dentro de las secuencias de péptidos con respuestas inmunes positivas a epitopos ya reportados para
los alelos del haplotipo HLA complementario de los sujetos. Ademas, utilizando la herramienta Motif Scan
(seccion 6.12.3 de métodos) se realizd una busqueda con los motivos de reconocimiento ya reportados para los
alelos HLA del haplotipo complementario de cada paciente. De esta manera, se encontraron 7 posibles epitopos
no éptimos restringidos por los alelos B*39:05 y B*39:06 (los alelos mas comunes del grupo alélico en la cohorte)
(Figura 44). A la par de la busqueda de respuestas inmunes en Nef, se realizé una busqueda virtual de epitopos
sobre toda la secuencia de Nef utilizando los motivos de reconocimiento descritos (Tabla 9) para los alelos B*39
utilizando la herramienta Motif Scan (Los Alamos HIV database). Este ultimo es una herramienta en linea que
busca motivos de reconocimiento o anclaje dentro de secuencias de aminoacidos para serotipos, subtipos y
supertipos HLA, por lo que es capaz de predecir epitopos potenciales sobre las secuencias de proteinas de VIH.
Se utilizé como secuencia de busqueda la secuencia HXBR2 de Nef (secuencia consenso del subtipo B de VIH-1).
En la Figura 44 se puede observar los epitopos virtuales predichos para Nef restringidos por los alelos B*39 de
los cuales se conoce su motivo de reconocimiento.

En la yuxtaposicion (Figura 44) de los epitopos predichos por Motif Scan y los epitopos no éptimos encontrados
experimentalmente por EliSpot IFNy se pueden obtener conclusiones interesantes. Primero es que los epitopos
predichos y encontrados experimentalmente se agrupan en regiones a lo largo de la secuencia de Nef. Segundo,
algunos epitopos encontrados experimentalmente por EliSpot se empalman con los epitopos virtuales
(restringidos por B*39:01/09) lo que podria predecir los motivos de reconocimiento de los alelos B*39:05 y
B*39:06. Lo que no es raro, porque se espera que las especificidades de subtipos relacionados (mismo grupo

alélico) puedan compartirse sobre todo si se toma en cuenta que el subtipo B*39:01 (alelo con motivo de
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reconocimiento conocido) y B*3905/06 difieren sélo en 1 (D74Y) y 2 (L95W y S97T) aminodcidos en el sitio de

union a péptido, respectivamente.

Figura 43. Respuestas de EliSpot a péptidos sobrelapados de Nef
En el panel (A) se muestra las respuestas de células T a lo largo de todos los péptidos sobrelapados de Nef (péptidos 5139-5187) de 48 individuos
B*39". En el panel (B) se muestra el promedio de SFU/millén de PBMCs de los péptidos que tuvieron respuesta en el ensayo de EliSpot IFNy. SFU =
unidades formadoras de puntos o spots.
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Figura 44. Mapa de epitopos de Nef: posibles epitopos no 6ptimos restringidos por B*39:05/06 (EliSpot) y epitopos virtuales para
B*39:01/02/09 (Motif Scan)
Se muestran la secuencia de los 204 aminodcidos de la proteina Nef. En la parte inferior de la secuencia se observan los epitopos virtuales predichos
por los motivos de reconocimiento para B*39:01/02/09 (denotados en azul) utilizando Motif Scan
(https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/motif_scan/motif_scan). Los aminoacidos en azul forman parte de los epitopos predichos y los
aminoacidos denotados en rojo corresponden a los aminoacidos de anclaje (posicion 2 y 9). En la parte superior de la secuencia de aminoacidos se
observan los posibles epitopos no 6ptimos encontrados mediante ensayos de EliSpot IFNy restringidos por los alelos B*39:05/06 (en verde).

7.9.2 Mapeo de respuestas inmunes de todo el proteoma de VIH (matriz m88-35-4)

Aunque cada vez hay mas evidencias de la importancia de los linfocitos T citotdxicos (CTLs) especificos de VIH
en el control de la replicacion in vivo, sélo existen escasos datos de las respuestas de CTLs para las poblaciones
mestizas que exhiben una mezcla de haplotipos HLA amerindios, europeos y africanos como la cohorte
mesoamericana presentada en este trabajo. Existe la precedente evidencia de que los CTLs son capaces de
ejercer presion selectiva al reconocer epitopos a lo largo de todo el proteoma de VIH, esto se comprobado en
estudios poblacionales en donde se encontraros respuestas de EliSpot a todo el proteoma de VIH en distintas
poblaciones con diferentes contextos inmunogenéticos®? (por ejemplo, al mostrar distintas distribuciones HLA
de clase I). Esto ultimo se ha realizado con el mapeo de epitopos de linfocitos T de los epitopos de VIH que
requiere de un método complejo para evaluar cientos de péptidos con una cantidad limitada de muestra del
donante210'252'280.

Es por este motivo que se realizdé una prueba de concepto para evaluar la amplitud de las repuestas de CTLs a
todo el proteoma de VIH e identificar regiones en las secuencias de proteinas del subtipo B de VIH-1 que son
frecuentemente reconocidas por individuos mestizos mexicanos, y que pueden ser relevantes para el disefio y
prueba de vacunas. La estrategia de ensayos de EliSpot IFNy utilizando mezclas (o pools) de péptidos basadas

en matrices de 3 dimensiones fue usada para utilizar el menor nimero de PBMCs de los individuos. Para probar

los 769 péptidos de 15 residuos sobrelapados (en 10-11 aminoacidos) que cubren todo el proteoma de VIH, se
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seleccioné una matriz que incluye a 88 pools (mezclas) con 35 péptidos en cada uno y en donde cada péptido
estaba representado 4 veces en los pools (m88-35-4). El software Deconvolute This! 2***'* fue utilizado para
optimizar la configuracidn de la matriz de péptidos, generar la lista de péptidos en cada pool y para determinar
los ensayos de segunda ronda basado en los resultados del primer ensayo.

Los pools de péptidos se probaron en 99 individuos VIH" mexicanos, que incluyeron a 54 individuos virgenes a
TAR (medianas: CVp, 4.72 log10 copias RNA/ml; conteo CD4, 429 céls./ul) y 45 individuos bajo TAR (medianas:
CVp, 1.6 [indectable] logl0 copias RNA/ml; conteo CD4, 475 céls./ul). Desafortunadamente, debido a la
disponibilidad de muestra y al nimero de PBMCs obtenidas, sélo para 34 individuos se pudieron identificar a
nivel de péptido individual (segunda ronda de ensayos EliSpot) las respuestas de CTLS especificas (mediana de
respuestas CTLs: 38 [IQR 17-58], Figura 47 panel A). Para el resto de los individuos se muestran los péptidos
probables obtenidos con Deconvolute This! como resultado a las respuestas positivas de la primera ronda de
ensayos donde se probaron los pool de péptidos (Figura 47 panel B, en donde se muestran las respuestas
probables de los 99 individuos). La deteccion de las respuestas de CTLs identificé una amplitud sin precedente
en la distribucidn de péptidos reconocidos. En general, el 83% (639/769) de los péptidos fueron reconocidos por
algun sujeto, y las proteinas virales Gag, Vif y Nef fueron las proteinas mas reconocidas con un 97%, 93% y 93%
(respectivamente) de sus péptidos probables reconocidos por algun individuo, mientras que las subunidades
menos reconocidas fueron gp120y gp41 con 69% y 72%, respectivamente (Figura 47 panel B).

La nocién de que los sujetos bajo tratamiento antirretroviral muestran respuestas de CTLs menos amplias*'%%>?
se confirmé al encontrar que el nimero de respuestas probables entre los individuos virgenes a tratamiento es
significativamente mayor al compararlos con aquellos bajo TAR (mediana [IQR]: virgenes a TAR, 75 [31.5-130.5];
con TAR [2.7-19]; p<0.0001; Figura 45), y también se observé un cambio en la amplitud de las respuestas a
ciertas proteinas sobre otras en los individuos bajo TAR (por ejemplo, menor reconocimiento de los péptidos de
Gag, Figura 47 panel C). La previa evidencia de que la actividad de las CTLs estd disminuida durante el TAR
efectivo dando como resultado una replicacién viral muy baja o indetectable sugiere que las respuestas de CTLs
y la CVp podrian correlacionar positivamente. Sin embargo, se han publicado varios estudios que proporcionan
datos contradictorios sobre la correlacién entre la actividad de CTLs y la CVp o los conteos de CD4>*%2>%280-289
Por tanto, aprovechamos la gran cantidad de individuos virgenes a TAR que cuentan con una amplia distribucién
de CVp y recuentos de CD4 para reevaluar estas correlaciones. Encontramos una correlacién negativa
importante y significativa entre la CVp y la amplitud de las respuestas (nimero de respuestas probables) a todas
las proteinas de VIH (rho de Spearman =-0.5852, p = 0.0001, Figura 46 panel superior). Esta correlacién negativa

con la CVp se mantiene para casi todas las proteinas de VIH (excepto proteasa e integrasa) y es mucho mas
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fuerte con las proteinas de Gag (p17, p24 y p15) y con las proteinas accesorias y Nef (rho de Spearman =~ -0.5,
en todos los casos p<0.05, Figura 46 tabla inferior). Sin embargo, no encontramos ninguna correlacion

significativa entre el conteo de CD4 y la amplitud de la respuesta.

Figura 45. Posibles respuestas de CTLs ante la matriz de péptidos m88-35-4
Se muestra la comparacion de respuestas posibles entre los individuos virgenes a TAR y aquellos con TAR dado las respuestas positivas a los pools o
mezclas de péptidos de la matriz m88-35-4. La prueba U de Mann-Whitney se utilizé para evaluar la diferencia.

Figura 46. Las respuestas inmunes de CTLs correlacionan con la CVp en individuos sin TAR
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En el panel superior se muestra la correlacion entre la amplitud de las respuestas de CTLS (niUmero de péptidos probables reconocidos) de todo el
proteoma de VIH y la CVp. Ademas, en la tabla inferior se muestran las correlaciones con el nimero de péptidos reconocidos para cada proteina de
VIH y la CVp o el conteo de CDA4. Las correlaciones se evaluaron con la prueba no paramétrica de rangos de Spearman. ns = no significativo.
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Figura 47. Las respuestas de CTLs se distribuyen sobre todo el proteoma de VIH y se agrupan en regiones inmunodominantes
Se muestran las frecuencias de las respuestas totales de linfocitos T CD8 citotdxicos especificos (CTLs) de 99 individuos mexicanos VIH* (54 virgenes a TAR y 45 con TAR) que se obtuvieron con pools
de péptidos sobrelapados (769 péptidos) basados en la matriz m88-35-4 con ensayos EliSpot IFNy. En el panel (A) se muestran las frecuencias de reconocimiento de los 34 individuos en los que se
pudieron probar los péptidos individuales. En el panel (B) se muestran las posibles respuestas (obtenidos con el software Deconvolute This!) de los 99 individuos. En el panel (C) las respuestas se
estratifican para los sujetos virgenes a TAR (n=54, denotados en azul) y aquellos con TAR (n=45, denotados en rojo). Cada linea representa la frecuencia de reconocimiento (% de individuos) de
péptidos individuales. En la parte inferior de la gréfica se denota las proteinas de VIH que abarcan los péptidos probados.
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8. DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente estudio, hasta donde sabemos, el mds grande y completo de su tipo realizado hasta la fecha en
una poblacién mestiza de Latinoamérica que presenta una gran, Unica y compleja mezcla inmunogenética,
caracterizamos las distribuciones de frecuencias alélicas HLA, las estructuras de haplotipos e identificamos
asociaciones HLA-VIH tanto candnicas como nuevas entre los alelos HLA de clase | y el control del VIH, de igual
manera evaluamos las complejidades aditivas HLA y el impacto de las variantes B*35, ademas, caracterizamos
los epitopos restringidos por los alelos B*39 en una proteina viral y finalmente realizamos una prueba de
concepto para detectar respuestas de CTLs sobre todo el proteoma de VIH utilizando la estrategia de pools de
péptidos basados en matrices complejas.

Para identificar las asociaciones HLA-VIH, implementamos un nuevo sistema de puntuacion (score HLA-VIH)
basado en cinco pardmetros parcialmente interrelacionados, un enfoque que permitié una clasificacién mas
matizada de la consistencia de las asociaciones HLA-VIH observadas. De hecho, a pesar de la naturaleza
transversal de nuestro estudio y el hecho de que investigamos estas asociaciones durante la infeccidn crénica
por VIH, detectamos numerosas asociaciones candnicas con el control del VIH (por ejemplo, en el andlisis
univariable de MEX/CAM: B*57:01/03, B*27:05y B*14:02; en MEX: B*14:02; y en CAM: B*57:02; obtuvieron el
score HLA-VIH de proteccidon mas alto [+5]), a pesar de que las frecuencias de algunos de estos alelos HLA son
significativamente mas bajas en la cohorte MEX/CAM que en otras poblaciones del mundo. El sistema de puntaje
(score HLA-HIV) basado en 5 parametros también nos permitié detectar alelos de asociados previamente a la
proteccion que no se asociaron con la CVp o el conteo de CD4 (pardmetros candnicos para las asociaciones HLA-
VIH), incluyendo a B*42:012!62232%¢ p*57.021°1223 \ p*g1.01121216223.226. 5dem4s nos permitio distinguir efectos
fuertes de asociacién de los mds débiles (por ejemplo, todas las asociaciones candnicas de proteccidn,
incluyendo a B*57:01, B*57:03 y B*27:05 se asociaron significativamente con los 5 parametros clinicos). La
ratificacion de numerosas asociaciones HLA previamente descritas en otras poblaciones infectadas por el
subtipo B de VIH-1 (por ejemplo, B*57:0117/134135187.195,222.228 ' px57.03222 p#p7.05117134187,195.228 ' pxy4.03%27
B*58:01%*', B*14:02'%"%%, A*25:01"%'*, B*35:.01'%*%7, B*35:02'0>'1341%5228 " antre otras asociaciones
reportadas previamente) respalda la precision de nuestro andlisis y aumenta la confianza en las nuevas
asociaciones HLA-VIH encontradas. Entre estas ultimas, los alelos HLA expresados frecuentemente en
poblaciones amerindias se destacaron de manera prominente, particularmente entre los alelos de riesgo. Estos

incluyen a A*03:01, B*15:39 y B*39:02 (identificados como alelos de proteccién) y A*01:02, A*02:06, A*24:03,
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A*68:03/05, B*15:30, B*35:12/14, B*39:01/06, B*39:05~C*07:02 y B*40:01~C*03:04 (identificados como
alelos de riesgo).

Notablemente, el analisis univariable para identificar alelos individuales asociados con los 5 pardmetros clinicos
se realizé dos veces con diferentes pruebas estadisticas: con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
hacer nuestro estudio comparable a los estudios clasico de asociacion HLA y mediante regresiones lineales
[Modelos Lineales Generalizados o GLM] para cuantificar la magnitud de los efectos HLA. Los scores HLA-HIV
derivados de los andlisis de GLM fueron altamente concordantes con los obtenidos con la prueba U de Mann-
Whitney (Spearman rho >0.9331 en la cohorte combinada y en las cohortes individuales, en todos los casos
p<0.0001) lo que da veracidad de los resultados obtenidos.

Es importante destacar que la mayoria de los alelos HLA protectores y de riesgo siguieron asocidandose
significativamente después de tener en cuenta posibles factores de confusién, incluidos la edad, el género, la
ubicacidn geografica de reclutamiento, los alelos HLA con efectos significativos para cada parametro clinico de
VIH (primer modelo de regresion lineal [GLM]) y el desequilibrio de ligamiento HLA (segundo modelo de
regresion lineal [GLM]), lo que da mas confianza a los hallazgos encontrados en el presente estudio.

Es de destacar que muchos de los nuevos alelos HLA “tipicos” amerindios identificados como de riesgo en el
presente estudio son relativamente comunes en Mesoamérica (México y Centroamérica en este estudio). De
hecho, 35.2% (1133/3213) de los individuos en la cohorte MEX/CAM, 40.2% (676/1679) en la cohorte MEX y
29.7% (457/1534) en la cohorte CAM expresaron al menos un alelo HLA de riesgo. La prevalencia de los alelos
HLA de riesgo fue particularmente alta en Guatemala (48%), El Salvador (42%) y los estados del sureste de
México (Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatdn [48% en conjunto]). Estas
observaciones resaltan la importancia de implementar y mantener programas de prevencion, diagnéstico y
tratamiento antirretroviral temprano localmente apropiados, particularmente en regiones representadas por
poblaciones con alta mezcla amerindia.

Interesantemente, tanto subtipos HLA protectores como de riesgo se identificaron dentro del grupo de alelos
amerindios, frecuentes y genéticamente diversos HLA-B*39, incluyendo a B*39:02 (alelo de proteccién) y
B*39:05, B*39:01y B*39:06 (alelos de riesgo). El control del VIH por B*39:02 podrian explicarse por la presencia
de glutamina en la posicién 63 y serina en posicidon 67 (posiciones de aminoacidos HLA-B previamente asociadas

con el control del VIH en estudios de asociacién de genoma completo'®”**°

) dentro del sitio de unién a péptido
HLA, que distingue a este alelo de otros subtipos HLA-B*39. Esta bien establecido que una diferencia de sélo
uno o dos aminodcidos puede influir en el estado de riesgo o proteccion entre subtipos HLA estrechamente

relacionados (por ejemplo, B*42:01 y B*42:02; B*57:03 y B*57:02; B*35:01 y B*35:02/03; B*44:02 y B*44:03,
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descritos en la referencias!!’16>%78291297

), sugiriendo que un mecanismo similar podria ser la base de las
diferencias entre los subtipos HLA-B*39. Es importante enfatizar que el subtipo amerindio B*39:02 obtuvo un
score HLA-VIH de proteccidn de +2 (%CD4 y CD4/CD8) en analisis univariables (con U de Mann-Whitney y con
regresion lineal [GLM]) y score de +3 (CVp, %CD4 y CD4/CD8) en ambos analisis multivariables en la cohorte
combinada (MEX/CAM) y score +2 (CVp y CD4/CD8) en analisis univariable y score de +3 (CVp, %CD4 y CD4/CD8)
en analisis multivariable en los analisis individuales de la cohorte MEX (aunque no se identific6 como
significativamente protector en la cohorte CAM, posiblemente como resultado de una potencia
significativamente menor a causa de su frecuencia mas baja en CAM [FA=0.009] en comparacién con MEX
[FA=0.02]; p=0.0004, q<0.001 [ver Figura 32]). Ademas, la proteccion asociada con B*39:02 no era atribuible a
la coexpresién de otros alelos HLA-B de proteccidon; de hecho, algunos individuos que expresan B*39:02 también
coexpresaron alelos de riesgo, incluidos B*35:01/02/03/12 y B*39:06, lo que sugiere que los efectos protectores
asociados con B*39:02 pueden superar los riesgos asociados con los alelos HLA deletéreos (o de riesgo). De
acuerdo con multiples lineas de evidencia que identifican a las respuestas en Gag (particularmente en p24) como

278,285,298-300

determinantes del control de VIH , identificamos previamente (en la cohorte MEX) dos polimorfismos

244

en Gag (en los codones 315 y 319, ambos en p24)”™" y tres en Pol (codones 70 y 79 in proteasa, y 322 en

transcriptasa reversa)***

asociados significativamente a B*39:02, sugiriendo una reproducible y fuerte seleccién
de estas regiones por respuestas de células T restringidas por B*39:02 como posibles determinantes del control
del VIH mediado por B*39:02, donde tales efectos permanecen detectables en la infeccién crénica por VIH-1.
Curiosamente, B*39:02 se ha asociado previamente con una rara enfermedad autoinmune llamada arteritis de

3013% "y también con espondiloartropatias en Japén®?,

Takayasu en poblaciones japonesas y mexicanas
observaciones que reflejan los vinculos establecidos entre los alelos HLA asociados candnicamente con la
proteccion contra la progresién a la enfermedad por VIH y las enfermedades autoinmunes (por ejemplo,
B*27:05, descrito en las referencias®*>19).

En contraste, el subtipo amerindio y altamente frecuente B*39:05 (el tercer alelo HLA-B mas frecuente en
MEX/CAM [FA=0.057]) que se asocid consistentemente entre los alelos de mas riesgo (score -5 en MEX/CAM, -
4 en MEX y -4 en CAM) incluso después de la correccién de andlisis multivariable (primer modelo de regresién
lineal [GLM]: score -2 [CD4 y %CD4] en MEX/CAM, score -3 [CD4, Z-score y %CD4] en MEX y score -1 [CD4] en
CAM) (aunque es importante tener en cuenta que este subtipo esta en fuerte LD con C*07:02 [en el segundo
modelo GLM no se pudo identificar el alelo que guia la asociacién]). Notablemente, B*39:05 no se identificé por

montar respuestas inmunes significativas en p24 de Gag, sino mas bien en Pol*** (codones 37, 134 y 296). De

forma similar, no se identificaron codones en Gag significativamente asociados con presién inmune por los
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alelos amerindios B*39:01, B*39:06 y B*35:14***, |os cuales también se identificaron como alelos de riesgo en
el analisis univariable de la cohorte combinada MEX/CAM.

El subtipo amerindio y altamente frecuente B*35:12 (el sexto alelo HLA-B mas frecuente en MEX/CAM
[FA=0.042]) también se asocié de forma consistente al riesgo tanto en la cohorte combinada como en las
individuales en los andlisis univariables (score -5 en MEX/CAM, -3 [CD4, %CD4 y CD4/CD8] en MEX y -3 [CVp,
CD4 y Z-score] en CAM) y multivariables (score -1 [CD4] en MEX/CAM, -1 [CD4] en MEX y -1 [Z-score] en CAM).
De hecho, en virtud de su similitud con otros miembros del grupo B*35-PX, notablemente B*35:02/03, en las
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posiciones 114 y 116 del sitio de unién del péptido de la molécula HLA-B”"", B*35:12 representa un nuevo

miembro putativo del grupo B*35-Px asociado al riesgo de progresion a la enfermedad por VIH'".

Varias limitaciones y consideraciones merecen mencionarse. Primero, es importante tener en cuenta la
naturaleza interrelacionada de los cinco parametros clinicos de VIH evaluados (por ejemplo, en la cohorte
MEX/CAM, la rho de Spearman entre CVp y el conteo de CD4, %CD4 y la razén CD4/CD8 fue de -0.54 en todos
los casos; rho de Spearman entre CVp y Z-score fue -0.87; ademas, rho de Spearman entre CD4 y Z-score, %CD4
y la razén CD4/CD8 fue >0.79 en todos los casos). Sin embargo, a pesar de estas correlaciones relativamente
fuertes, los pardmetros relacionados de carga viral (CVp) y el conteo de CD4 han sido establecidos como
predictores independientes de la progresion a la enfermedad por VIH (por ejemplo, en las referencias?*2%).
Como tal, la inclusién de las cinco variables en nuestro sistema de puntaje (score HLA-VIH) nos permitid
aumentar la sensibilidad para detectar tanto las asociaciones HLA descritas anteriormente (por ejemplo, en el
andlisis univariable de MEX/CAM: B*57:02"°"?% [score +2, %CD4 y CD4/CD8], B*44:03°'*****" [score +1,
CD4/CD8] y C*08:01%*° [score +1, %CDA4]; y en el anélisis multivariable de MEX/CAM: B*42:01*'%%%32% [score +2,
%CD4 y CD4/CD8], B*57:02"%%?* [score +2, %CD4 y CD4/CD8] y C*08:01°*° [score +1, CD4/CD8]), como las
nuevas asociaciones HLA-VIH descritas en el presente tesis (por ejemplo, en el analisis univariable de MEX/CAM:
B*39:02 [score +2, %CD4 y CD4/CD8], A*68:05 [score -2, %CD4 y CD4/CD8], B*35:14 [score -1, Z-score] y B*40:01
[score -2, %CD4 y CD4/CD8]). De igual manera, nos permitié identificar asociaciones con alelos HLA o
infrecuentes (por ejemplo, en el andlisis univariable de MEX/CAM: B*40:06%*’ [n=8, score +2],
B*81:01'?1*1%2%322% [n=16, score +2], C*14:03**’ [n=6, score +1]; analisis multivariable de MEX/CAM:
B*57:02"%*% [n=7, score +2] y B*81:01'2%*1%??322% [n=16, score -1]). Ademas, la observacién de que las
asociaciones de proteccidn candnicas, incluyendo B*57:01, B*57:03 y B*27:05 lograron la puntuacién de
proteccion mas alta (score +5) aumenta la confianza en nuestra identificacién de B*39:05 y B*35:12 como

nuevos alelos de riesgo, los cuales obtuvieron los puntajes mds bajos (score -5). Ademads, el hecho de que

algunos alelos HLA mostraron asociaciones con diferentes parametros clinicos de VIH plantea la intrigante
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posibilidad de que ciertos subtipos HLA influyen en la progresién a la enfermedad por VIH a través de diferentes
mecanismos (aunque no puede ser descartado el poder insuficiente para detectar asociaciones relativamente
débiles combinado con el uso de un umbral de significancia predefinido).

Como en todos los estudios de asociacién HLA, el fuerte desequilibrio de ligamiento, particularmente entre los
loci HLA-B y HLA-C que se encuentran situados muy cerca dentro del grupo de genes del bloque beta del
Complejo Principal de Histocompatibilidad*>!* hace que sea dificil separar en algunos casos los efectos de los
alelos HLA individuales. Las asociaciones entre ciertos alelos HLA-C y los parametros clinicos de VIH pudieron
ser parcial o totalmente atribuibles al desequilibrio de ligamiento con alelos HLA-B (por ejemplo, B*27:05 con
C*02:02 y B*35:12 con C*04:01). Ademas, para tres combinaciones o haplotipos HLA-B~C (B*14:02~C*08:02,
B*39:05~C*07:02 y B*40:01~C*03:04), el alelo responsable para la asociacién observada no pudo ser resuelto
debido a su fuerte desequilibrio de ligamiento. Del mismo modo, no podemos descartar la posibilidad de efectos
aditivos y/o sinérgicos entre los alelos HLA (descritos para algunos alelos en las referencias®?*%).

Otra limitante que debe considerarse en este estudio es que el andlisis transversal es mucho menos sensible
gue un estudio longitudinal de tiempo de progresién a SIDA, ya que no sdlo fluctian las mediciones de los
pardmetros clinicos de VIH, sino que también se sabe que los individuos con niveles bajos de CVp y altos conteos

105315 Ademads, si, como se presume por otros (y se ha

de CD4 pueden progresar a SIDA de manera impredecible
encontrado evidencias en el presente trabajo, ver mas adelante en la discusidn), los alelos HLA tienen un efecto
aditivo, a menos que un alelo HLA ejerza un efecto dominante, es probable que quede oculto por los otros alelos
HLA de clase | del individuo. Adema3s, estos datos provienen de una cohorte infectada crénicamente, y es posible
gue algunos efectos impulsados por HLA puedan detectarse mds facilmente durante la fase aguda de la
enfermedad. Por estas razones, no es sorprendente que incluso en una cohorte de mas de 3 mil individuos, sélo
una fraccion de los alelos HLA expresados tenga un efecto sobre el control del VIH que pueda detectarse. Existen
otros factores potencialmente confusores, que incluyen a los receptores KIR’ y los polimorfismos de
correceptores>*°. Sin embargo, el hecho de que es posible identificar asociaciones altamente significativas con
ciertos alelos y haplotipos HLA, a pesar de todos los factores de confusién, indicaria que estos tienen una gran
influencia sobre el control del VIH.

Finalmente, el riesgo de encontrar asociaciones falsas es una preocupacién constante en los estudios de
asociacion HLA, particularmente cuando se informan asociaciones nuevas con alelos relativamente raros (por
ejemplo, B*15:39 [protector] y A*01:02 [riesgo], ambos observados en sélo 8 individuos). La validacién de estas

nuevas asociaciones en otras cohortes, junto con la elucidacién de un posible mecanismo, estan por lo tanto

justificada y asegurada en el futuro. En particular, la evaluacion de las respuestas de linfocitos T CD8+ citotdxicos
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(CTLs) especificas de VIH en individuos latinoamericanos que expresen alelos HLA protectores o de riesgo
deberia proporcionar informacién sustancial del mecanismo que explique las asociaciones HLA encontradas en
el presente estudio. A pesar de las limitaciones discutidas previamente, nuestro estudio confirma que algunas
asociaciones de alelos HLA (por ejemplo, B*27:05 y B*57:01) trascienden los limites de la raza y el subtipo de
VIH, mientras que otras asociaciones probablemente sean particulares o especificas del contexto
inmunogenético Unico de la poblacion de estudio.

Los andlisis para explorar las complejidades aditivas HLA descritas previamente, en particular la del efecto
aditivo de los alelos HLA de clase |, sugieren que los alelos HLA individuales asociados a la proteccidn o al riesgo
ejercen una fuerte influencia sobre los pardmetros clinicos independientemente asociados con la progresion a
la enfermedad por VIH, incluidos los alelos candnicos asi como los nuevos alelos de proteccién y de riesgo, no
dominan la respuesta inmune sino, mas bien, sugieren que la contribucién de los alelos HLA individuales es
aditiva. Los efectos significativos, aunque débiles, dependientes de la frecuencia HLA en esta cohorte pudieron
detectarse considerando las frecuencias alélicas de los alelos HLA protectores/riesgo (de igual manera usando
todos los alelos expresados en la cohorte) y considerando la frecuencia global de cada individuo de la cohorte
MEX/CAM. Al evaluar sdlo los conteos de CD4, observamos una ventaja de los heterocigotos HLA al compararlos
con los homocigotos en uno y dos loci. El hecho de que no detectemos ningln efecto de la homocigosis en el
control inmune del VIH (por ejemplo, la CVp o el Z-score) no debe tomarse como evidencia en contra de esta
hipdtesis. El estudio original que identificé una ventaja para los alelos en heterocigosis observd asociaciones
entre la heterocigosis en los loci HLA de clase | y la progresién lenta hacia el SIDA y la muerte relacionada al
SIDA'®. Este tipo de analisis longitudinal es mas sensible que el estudio transversal de los marcadores sustitutos
de la progresion de la enfermedad realizado en el presente trabajo doctoral. Sin embargo, estos datos sugieren
gue, al menos en esta cohorte de estudio crénicamente infectada, la ventaja de los heterocigotos en general es
menos significativa que el efecto de los alelos HLA individuales de proteccion y de riesgo. En conjunto, estos
datos confirman que en esta cohorte de México y Centroamérica infectada por el subtipo B del VIH-1, el locus
HLA-B tiene la mayor influencia en el control del VIH y que este efecto se extiende mas alla de las asociaciones
candnicas previamente descritas, ya que pudimos identificar nuevas asociaciones HLA de proteccidon y de riesgo
con alelos amerindios que raramente se expresan en cohortes caucasicas. Sin embargo, aunque los alelos HLA
individuales tienen un fuerte efecto sobre el control de la enfermedad, también encontramos evidencia de que
el estado de la enfermedad a nivel individual es probablemente el resultado del haplotipo HLA completo de

cada individuo en lugar de un efecto dominante de un Unico alelo HLA protector o de riesgo.
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Hemos confirmado la asociacion del grupo B*35-PX (descritos y putativos) con la progresiéon a la enfermedad
por VIH al asociarse significativamente tanto con la CVp como el conteo de CD4. Describimos un nuevo miembro
putativo del grupo PX, B*35:12 que se ha asociado independientemente con la CVp y el conteo de CD4 (y otros
parametros clinicos como se mostré antes en el presente trabajo [ver Figura 27]). También encontramos que el
grupo B*35-PY (descritos y putativos) se asocia de manera negativa con los pardmetros clinicos (en particular el
alelo altamente frecuente, B*35:01). Por lo que concluimos que la previa observacién de que el efecto negativo
del grupo B*35 se debe Unicamente a los alelos PX no estd soportada por estos analisis en la presente cohorte
mestiza. Otros factores, como la especificidad fina de los péptidos de VIH presentados por las moléculas B*35,
pueden jugar un papel, afectando la naturaleza de la respuesta de los linfocitos T citotdxicos o quizas afectan
otros aspectos de la respuesta inmune via la unién diferencial a receptores de otras células inmunes como LILR-
B2 en las células dendriticas®’®. De igual manera, la seleccion v la fijacion de mutantes de escape HLA a nivel
poblacional dirigidas por la alta frecuencia HLA y bajo costos en capacidad replicativa viral (“fitness viral”)
podrian explicar los efectos negativos de alelos HLA especificos de la poblacién®’*. En conjunto, observamos
diferencias sustanciales en los pardmetros clinicos asociados a la progresion a la enfermedad por VIH asociados
con pequeiias diferencias entre los alelos B*35. La definicion de los mecanismos subyacentes a estas diferencias
facilitard una mejor compresién de los mecanismos del control inmune del VIH.

Desde la primera descripcidn de los CTLs especificos del VIH, numerosos estudios han respaldado el importante
papel de este brazo del sistema inmune celular, y un nimero considerable de esfuerzos de desarrollo de vacunas

317320 | 55 diversidades de secuencias virales

se dirigen al disefio de estrategias de vacunaciéon basadas en CTLs
globales y locales no solamente representan un obstdculo importante para el desarrollo de vacunas, sino que
también es necesario tener en cuenta la inmunogenética de los hospederos, especialmente la distribucidon de
alelos HLA de clase |, cuando se disefian vacunas candidatas para provocar respuestas fuertes de CTLs. Con el
fin de identificar las especificidades antigénicas de los subtipos del grupo alélico poco descrito antes vy
frecuentemente expresado B*39 en la presente cohorte, hemos descrito 7 posibles epitopos no éptimos de la
proteina viral Nef restringidos por los subtipos B*39:05 y B*39:06 (los mas frecuentes del grupo alélico en la
presente cohorte) cuyos motivos de reconocimiento se pudieron dilucidar gracias a la prediccidon de epitopos
virtuales predichos para otros subtipos de B*39. Ademas, se realizé una prueba de concepto para evaluar la
amplitud de las respuestas de CTLs a todo el proteoma de VIH e identificar regiones en las secuencias de
proteinas del subtipo B de VIH-1 que son frecuentemente reconocidas por individuos mestizos mexicanos, y que

pueden ser relevantes para el disefio de vacunas. Aunque se utilizd una estrategia optimizada para utilizar el

menor numero de PBMCs (ensayos de EliSpot IFNy utilizando pools de péptidos basados en la matriz m88-35-
133



4), solo en el 34% (34/99 individuos) de los individuos a los que se realizé los ensayos se pudieron confirmar la
respuesta a péptidos individuales. Sin embargo, al utilizar los péptidos con probable reconocimiento obtenidos
con el software de deconvolucion de respuestas, la amplitud de las respuestas y las frecuencias a cada péptido
son similares a las obtenidas cuando se pudieron obtener respuestas a péptidos individuales (panel Ay B de la
Figura 47). La deteccién de las respuestas de CTLs identificd una amplitud sin precedente en la distribucién de
péptidos reconocidos. En general, el 83% (639/769) de los péptidos se identificaron con problable
reconocimiento por algun sujeto, y las proteinas virales Gag, Vif y Nef fueron las proteinas mas reconocidas con
un 97%, 93% y 93% (respectivamente) de sus péptidos probables reconocidos por algun individuo y ademas
fueron las proteinas mas frecuentemente reconocidas, mientras que las subunidades menos reconocidas fueron
gp120 y gp41l con 69% y 72%, respectivamente (Figura 47 panel B). Encontramos una correlacién negativa
significativa entre la CVp y la amplitud de las respuestas CTLs que se mantiene en la mayoria de las proteinas
individuales de VIH, lo que apoya la hipdtesis de que a mayor nimero de respuesta de CTLs mejor el control de
la replicacién viral. A su vez, encontramos que la amplitud de las respuestas de CTLs esta reducida en los
individuos bajo TAR (CVp indetectable en todos los casos), lo que sugiere que la carga antigénica es la fuerza
impulsora de la respuesta inmune contra el VIH.

En conclusién, los resultados de nuestro estudio son relevantes para la ultima busqueda de vacunas efectivas
contra el VIH, ya sean profilacticas o terapéuticas, globales o adaptadas geograficamente. En particular, la

197) de las asociaciones HLA con los pardmetros clinicos de

caracterizacion detallada (y monitorizacion continua
VIH en poblaciones humanas étnicamente diversas afectadas por la epidemia de VIH puede ayudar a informar
el disefio y la construccién de vacunas basadas en epitopos de CTLs, para predecir la cobertura poblacional
relativa de tales construcciones de vacunas, y en ultima instancia, ayudar en la interpretacién de los resultados
de futuros ensayos de vacunas contra el VIH en un contexto inmunogenético tan particular como nuestra

poblacién de estudio.
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®Universidad Nacional Auténoma de Honduras, Tegucigalpa, Honduras.
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11.4 Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria S 1. Lista de ambigiliedades HLA por falta de resolucién de fase gamética.

Las asignaciones ambiguas HLA pueden surgir debido a la falta de resolucion de fase gamética como resultado de la secuenciaciéon poblacional de
dos variantes en los productos de PCR. Considerando sélo las ambigliedades HLA que afectan el primer (grupo alélico) y el segundo campo HLA
(subtipo especifico) y que incluian dos alelos comunes o un alelo comun y un alelo bien documentado del catalogo de alelos HLA comunes y bien
documentados (Common and Well-documented catalogue), un total de 142 pares del HLA-A, 161 de HLA-B y 104 de HLA-C resultaron ambiguos dada
la falta de resolucidn de fase. Dichas ambigliedades HLA fueron resueltas al asignar la combinacién mds probable utilizando datos de las frecuencias
alélicas HLA, asi como los desequilibrios de ligamiento de los alelos HLA de la misma cohorte de estudio. Todos los haplotipos HLA fueron confirmados
utilizando la herramienta HLA completion (ver Métodos, seccidn tipificacion HLA).

Ambigiliedad en HLA-A Frecuencia %
A*02:01+A*68:01/A*02:22+A*68:08 80 56.34
A*02:01+A*03:01/A*02:24+A*03:17 56 39.44
A*02:01+A*66:01/A*02:35+A*26:03 4 2.82
A*02:01+A*31:01/A*02:20+A*31:02 1 0.7
A*26:03+A*68:01/A*66:01+A*68:05 1 0.7

Total 142 100
Ambigiliedad en HLA-B ‘ Frequency ‘ Percent‘
B*15:01+B*35:01/B*15:05+B*35:14 21 13.04
B*35:01+B*51:01/B*35:11+B*51:09/B*35:24+B*51:02/B*53:01+B*78:02 20 12.42
B*35:01+B*38:01/B*39:05+B*53:01 15 9.32
B*15:01+B*40:02/B*15:07+B*40:11 14 8.7
B*38:01+B*78:02/B*39:05+B*51:01 13 8.07
B*35:01+B*35:43/B*35:14+B*35:32 12 7.45
B*39:01+B*39:13/B*39:02+B*39:05 10 6.21
B*15:01+B*51:01/B*15:38+B*51:02 9 5.59
B*35:01+B*39:01/B*35:29+B*39:05 9 5.59
B*35:01+B*49:01/B*50:01+B*53:01 6 3.73
B*38:01+B*50:01/B*39:05+B*49:01 4 2.48
B*15:01+B*48:01/B*15:07+B*48:03 3 1.86
B*35:01+B*55:01/B*35:11+B*55:02 3 1.86
B*15:01+B*39:03/B*15:07+B*39:01 2 1.24
B*15:01+B*39:39/B*15:15+B*39:02 2 1.24
B*35:29+B*38:01/B*39:01+B*53:01 2 1.24
B*38:01+B*78:01/B*39:01+B*51:01/B*39:06+B*51:06 2 1.24
B*07:02+B*15:09/B*07:05+B*15:10 1 0.62
B*15:01+B*35:04/B*15:30+B*35:01 1 0.62
B*15:01+B*35:11/B*15:39+B*35:14 1 0.62
B*15:01+B*41:02/B*15:07+B*41:03 1 0.62
B*15:02+B*52:01/B*15:25+B*51:07 1 0.62
B*15:02+B*53:01/B*15:13+B*35:01 1 0.62
B*15:03+B*39:01/B*15:18+B*39:02 1 0.62
B*18:01+B*35:29/B*18:03+B*35:01 1 0.62
B*35:01+B*39:11/B*35:08+B*39:05 1 0.62
B*35:01+B*44:18/B*45:01+B*53:01 1 0.62
B*35:01+B*57:03/B*35:04+B*57:01 1 0.62
B*39:01+B*78:02/B*39:05+B*78:01 1 0.62
B*40:01+B*42:01/B*41:03+B*81:01 1 0.62
B*51:01+B*53:17/B*52:01+B*53:01 1 0.62
Total 161 100

Ambigiiedad en HLA-C ‘ Frequency ‘ Percent‘
C*03:03+C*07:02/C*03:04+C*07:56 33 31.73
C*02:02+C*04:01/C*02:10+C*04:01 14 13.46
C*05:01+C*16:01/C*08:02+C*16:02 10 9.62

C*02:02+C*07:01/C*02:02+C*07:01/C*02:10+C*07:01 8 7.69
C*05:01+C*12:03/C*08:02+C*12:04 7 6.73
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Titulos de columnas: Ambos, nimero de individuos que expresan tanto HLA1 como HLA2; Sélo HLA1, niumero de individuos que expresan HLA1, pero
no HLA2; Sélo HLA2, nimero de individuos que expresan HLA2, pero no HLA1; Ninguno, nimero de individuos que no expresan HLA1 ni HLA2; P
(HLA1), frecuencia observada de individuos con HLA1 en la poblacion; P (HLA2), frecuencia observada de individuos con HLA2 en la poblaciéon; P
(HLA1 y HLA2), frecuencia observada de individuos con HLA1 y HLA2 en la poblacién; E (P (HLA1 y HLA2)), frecuencia esperada de P (HLA1 y HLA2) si
P (HLA1) y P (HLA2) son independientes [E(P(HLA1 y HLA2)) = P(HLA1) * P(HLA2)]. Valor p, valor p exacto de exacta de Fisher de dos colas. Esta es una
estimacion de la probabilidad de que P(HLA1) y P(HLA2) son independientes, dado los datos observados. Un pequefio valor de p indica que la
ocurrencia de HLA1 y HLA2 esta vinculada a la poblacion. La matriz de contingencia es [[ambos, sol6HLA1], [soloHLA2], [ninguno]]. Multiples
comparaciones fueron abordadas por la correcciéon de Bonferroni. Basado en estadisticas de poblaciones: nimero de pruebas bidireccionales
distintas realizadas = N2 = 12970. P-valor = 0.05 / N2 = 3.855e-06 para un nivel de confianza del 95%. Se muestran resultados con valores p inferiores

C*02:02+C*06:02/C*02:10+C*06:02 5 4.81
C*02:02+C*07:02/C*02:10+C*07:02 5 4.81
C*01:02+C*02:10/C*01:02+C*02:02 3 2.88
C*02:02+C*03:04/C*02:10+C*03:04 3 2.88
C*03:04+C*15:09/C*03:40+C*15:06 3 2.88
C*02:02+C*03:02/C*02:10+C*03:02 2 1.92
C*02:02+C*03:03/C*02:10+C*03:03 2 1.92
C*02:02+C*05:01/C*02:10+C*05:01 2 1.92
C*02:02+C*02:02/C*02:02+C*02:10 1 0.96
C*02:02+C*12:02/C*02:10+C*12:02 1 0.96
C*02:02+C*14:02/C*02:10+C*14:02 1 0.96
C*02:02+C*15:05/C*02:10+C*15:05 1 0.96
C*02:02+C*17:01/C*02:10+C*17:01 1 0.96
C*04:01+C*08:04/C*04:04+C*08:02 1 0.96
C*12:03+C*16:02/C*12:04+C*16:01 1 0.96

Total 104 100

Tabla Suplementaria S 2. Desequilibrio de ligamiento HLA de 2-/oci en la cohorte MEX.

a 3.855e-06.
HLA1 | HLA2 :;::::::I Valor p | Ambos Hsf:’l Hsf:’z Ninguno | P(HLA1) | P(HLA2) P(:LL::)& E(:(:I;I\?);&
B*39:05 | C*07:02 0.1303 46E-97 | 223 12 383 1094 | 0.1373 | 0354 0.1303 0.0486
B*35:01 | C*04:01 0.1221 48E-57 | 209 57 390 1056 | 0.1554 | 03499 | 0.1221 0.0544
B*35:12 | C*04:01 0.0835 9.2E60 | 143 8 456 1105 | 0.0882 | 0.3499 |  0.0835 0.0309
A*68:03 | C*07:02 0.0783 87E32| 134 41 472 1065 | 0.1022 | 0.354 0.0783 0.0362
B*07:02 | C*07:02 0.0643 67641 110 10 496 1096 | 0.0701 | 0.354 0.0643 0.0248
B*39:06 | C*07:02 0.0625 21E43| 107 6 499 1100 | 0.066 | 0.354 0.0625 0.0234
A*68:03 | B*39:05 0.0596 52651 102 73 133 1404 | 0.1022 | 01373 | 0.0596 0.014
B*48:01 | C*08:01 0.0572 11'35' 98 13 47 1554 | 0.0648 | 0.0847 |  0.0572 0.0055
A*02:01 | B*35:12 0.0561 14E-10| 96 568 55 993 | 0.3879 | 0.0882 |  0.0561 0.0342
B*35:17 | C*04:01 0.0555 22640 95 4 504 1109 | 0.0578 | 03499 |  0.0555 0.0202
B*40:02 | C*03:04 0.0555 11636 | 95 102 143 1372 | 0.1151 | 0.139 0.0555 0.016
B*14:02 | C*08:02 0.0520 Zl'gi' 89 11 45 1567 | 0.0584 | 0.0783 0.052 0.0046
A*24:02 | B*39:06 0.0467 5.4£23| 80 394 33 1205 | 0.2769 | 0.066 0.0467 0.0183
A*02:06 | B*39:05 0.0415 15607 | 71 227 164 1250 | 0.1741 | 01373 | 0.0415 0.0239
A*68:01 | C*03:04 0.0403 53612 69 161 169 1313 | 0.1343 | 0.139 0.0403 0.0187
B*15:01 | C*01:02 0.0386 43E-34| 66 47 150 1449 | 0066 | 0.1262 | 0.0386 0.0083
B*39:01 | C*07:02 0.0386 16E-16| 66 18 540 1088 | 0.0491 | 0.354 0.0386 0.0174
B*44:03 | C*16:01 0.0362 2758 | 62 46 35 1569 | 0.0631 | 0.0567 | 0.0362 0.0036
B*15:15 | C*01:02 0.0356 20651 61 6 155 1490 | 0.0391 | 0.1262 | 0.0356 0.0049
B*08:01 | C*07:01 0.0350 45650 | 60 7 152 1493 | 0.0391 | 0.1238 0.035 0.0048
B*51:01 | C*15:02 0.0333 49E-43| 57 107 25 1523 | 0.0958 | 0.0479 | 0.0333 0.0046
A*01:01 | C*07:01 0.0327 57617 | 56 93 156 1407 | 0087 | 01238 | 0.0327 0.0108

149




B*39:02 | C*07:02 0.0327 7.5E-15 56 14 550 1092 0.0409 | 0.354 0.0327 0.0145
A*02:01 | B*15:15 0.0310 1.0E-11 53 611 14 1034 0.3879 | 0.0391 0.031 0.0152
B*52:01 | C*03:03 0.0280 2.6E-37 48 37 71 1556 0.0496 | 0.0695 0.028 0.0035
B*44:02 | C*05:01 0.0263 3.8E-51 45 11 51 1605 0.0327 | 0.0561 0.0263 0.0018
A*29:02 | C*16:01 0.0251 1.2E-39 43 28 54 1587 0.0415 | 0.0567 0.0251 0.0023
B*40:02 | C*03:05 0.0251 1.2E-29 43 154 16 1499 0.1151 | 0.0345 0.0251 0.004
A*33:01 | C*08:02 0.0239 1.5E-36 41 14 93 1564 0.0321 | 0.0783 0.0239 0.0025
A*29:02 | B*44:03 0.0239 4.5E-34 41 30 67 1574 0.0415 | 0.0631 0.0239 0.0026
B*13:02 | C*06:02 0.0222 7.9E-45 38 0 98 1576 0.0222 | 0.0794 0.0222 0.0018
B*38:01 | C*12:03 0.0222 7.3E-41 38 14 53 1607 0.0304 | 0.0532 0.0222 0.0016
A*33:01 | B*14:02 0.0216 1.2E-35 37 18 63 1594 0.0321 | 0.0584 0.0216 0.0019
A*03:01 | B*07:02 0.0216 1.1E-14 37 99 83 1493 0.0794 | 0.0701 0.0216 0.0056
B*49:01 | C*07:01 0.0210 8.1E-30 36 4 176 1496 0.0234 | 0.1238 0.021 0.0029
B*53:01 | C*04:01 0.0210 5.4E-09 36 11 563 1102 0.0275 | 0.3499 0.021 0.0096
B*15:01 | C*03:03 0.0204 5.7E-16 35 78 84 1515 0.066 | 0.0695 0.0204 0.0046
A*24:02 | C*03:05 0.0199 9.4E-07 34 440 25 1213 0.2769 | 0.0345 0.0199 0.0095
A*30:01 | C*06:02 0.0187 2.4E-19 32 35 104 1541 0.0391 | 0.0794 0.0187 0.0031
A*01:01 | C*06:02 0.0187 3.3E-08 32 117 104 1459 0.087 | 0.0794 0.0187 0.0069
B*14:01 | C*08:02 0.0181 5.8E-29 31 8 103 1570 0.0228 | 0.0783 0.0181 0.0018
B*35:02 | C*04:01 0.0181 4.3E-15 31 0 568 1113 0.0181 | 0.3499 0.0181 0.0063
B*35:14 | C*04:01 0.0175 2.9E-12 30 2 569 1111 0.0187 | 0.3499 0.0175 0.0065
B*27:05 | C*02:02 0.0169 3.4E-32 29 15 43 1625 0.0257 | 0.0421 0.0169 0.0011
B*35:43 | C*01:02 0.0164 3.5E-25 28 1 188 1495 0.0169 | 0.1262 0.0164 0.0021
B*18:01 | C*05:01 0.0164 2.9E-19 28 40 68 1576 0.0397 | 0.0561 0.0164 0.0022
A*01:01 | B*08:01 0.0164 5.9E-14 28 121 39 1524 0.087 | 0.0391 0.0164 0.0034
B*52:01 | C*12:02 0.0158 1.3E-30 27 58 8 1619 0.0496 | 0.0204 0.0158 0.001
B*18:01 | C*12:03 0.0152 1.5E-17 26 42 65 1579 0.0397 | 0.0532 0.0152 0.0021
A*30:01 | B*13:02 0.0146 1.8E-28 25 42 13 1632 0.0391 | 0.0222 0.0146 0.0009
B*40:02 | C*03:06 0.0140 1.7E-20 24 173 3 1512 0.1151 | 0.0158 0.014 0.0018
A*02:05 | C*07:01 0.0140 6.2E-15 24 11 188 1489 0.0204 | 0.1238 0.014 0.0025
B*51:01 | C*15:09 0.0134 1.1E-20 23 141 4 1544 0.0958 | 0.0158 0.0134 0.0015
B*51:01 | C*14:02 0.0123 5.2E-18 21 143 5 1543 0.0958 | 0.0152 0.0123 0.0015
A*01:01 | B*57:01 0.0123 2.9E-16 21 128 10 1553 0.087 | 0.0181 0.0123 0.0016
A*26:01 | C*12:03 0.0123 1.1E-12 21 43 70 1578 0.0374 | 0.0532 0.0123 0.002
A*30:02 | C*05:01 0.0117 9.0E-13 20 34 76 1582 0.0315 | 0.0561 0.0117 0.0018
B*39:08 | C*07:02 0.0117 1.1E-08 20 1 586 1105 0.0123 | 0.354 0.0117 0.0043
B*41:01 | C*07:01 0.0111 1.8E-09 19 16 193 1484 0.0204 | 0.1238 0.0111 0.0025
A*26:01 | B*38:01 0.0105 2.8E-14 18 46 34 1614 0.0374 | 0.0304 0.0105 0.0011
B*45:01 | C*06:02 0.0105 1.4E-11 18 18 118 1558 0.021 | 0.0794 0.0105 0.0017
B*40:08 | C*03:04 0.0099 1.3E-12 17 3 221 1471 0.0117 | 0.139 0.0099 0.0016
B*57:01 | C*06:02 0.0099 7.7E-12 17 14 119 1562 0.0181 | 0.0794 0.0099 0.0014
B*41:01 | C*17:01 0.0093 2.7E-17 16 19 32 1645 0.0204 | 0.028 0.0093 0.0006
B*15:30 | C*01:02 0.0093 3.8E-14 16 1 200 1495 0.0099 | 0.1262 0.0093 0.0013
B*40:05 | C*03:04 0.0093 1.5E-12 16 2 222 1472 0.0105 | 0.139 0.0093 0.0015
A*30:01 | C*17:01 0.0093 4.1E-12 16 51 32 1613 0.0391 | 0.028 0.0093 0.0011
B*58:01 | C*07:01 0.0093 1.4E-08 16 12 196 1488 0.0164 | 0.1238 0.0093 0.002
B*44:03 | C*07:02 0.0093 1.2E-06 16 92 590 1014 0.0631 | 0.354 0.0093 0.0223
A*68:02 | C*08:02 0.0093 3.0E-06 16 41 118 1537 0.0333 | 0.0783 0.0093 0.0026
B*42:01 | C*17:01 0.0088 4.8E-25 15 0 33 1664 0.0088 | 0.028 0.0088 0.0002
B*51:02 | C*08:01 0.0088 4.9E-15 15 2 130 1565 0.0099 | 0.0847 0.0088 0.0008
A*30:02 | B*18:01 0.0088 5.2E-10 15 39 53 1605 0.0315 | 0.0397 0.0088 0.0013
B*15:01 | C*07:02 0.0088 7.1E-08 15 98 591 1008 0.066 0.354 0.0088 0.0234
B*35:16 | C*04:01 0.0088 1.3E-07 15 0 584 1113 0.0088 | 0.3499 0.0088 0.0031
B*57:01 | C*07:01 0.0088 7.5E-07 15 16 197 1484 0.0181 | 0.1238 0.0088 0.0022
A*02:05 | B*41:01 0.0082 2.1E-16 14 21 21 1656 0.0204 | 0.0204 0.0082 0.0004
B*50:01 | C*06:02 0.0082 3.9E-11 14 8 122 1568 0.0129 | 0.0794 0.0082 0.001
B*45:01 | C*16:01 0.0082 1.9E-09 14 22 83 1593 0.021 | 0.0567 0.0082 0.0012
A*68:02 | B*14:02 0.0082 2.1E-06 14 43 86 1569 0.0333 | 0.0584 0.0082 0.0019
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B*40:01 | C*03:04 0.0076 2.1E-09 13 3 225 1471 0.0093 | 0.139 0.0076 0.0013
A*25:01 | C*12:03 0.0070 4.0E-10 12 12 79 1609 0.014 | 0.0532 0.007 0.0007
A*11:01 | C*12:02 0.0070 5.3E-07 12 96 23 1581 0.0631 | 0.0204 0.007 0.0013
B*37:01 | C*06:02 0.0064 5.4E-13 11 0 125 1576 0.0064 | 0.0794 0.0064 0.0005
B*55:01 | C*03:03 0.0064 3.6E-11 11 3 108 1590 0.0082 | 0.0695 0.0064 0.0006
B*15:03 | C*02:02 0.0064 2.6E-09 11 16 61 1624 0.0158 | 0.0421 0.0064 0.0007
B*15:10 | C*03:04 0.0064 7.5E-08 11 3 227 1471 0.0082 | 0.139 0.0064 0.0011
B*58:01 | C*03:02 0.0058 7.2E-14 10 18 11 1673 0.0164 | 0.0123 0.0058 0.0002
A*30:01 | B*42:01 0.0058 1.1E-11 10 57 5 1640 0.0391 | 0.0088 0.0058 0.0003
B*56:01 | C*01:02 0.0058 4.4E-08 10 2 206 1494 0.007 | 0.1262 0.0058 0.0009
B*58:02 | C*06:02 0.0053 9.8E-11 9 0 127 1576 0.0053 | 0.0794 0.0053 0.0004
B*15:17 | C*07:01 0.0053 5.9E-09 9 0 203 1500 0.0053 | 0.1238 0.0053 0.0007
B*35:01 | C*07:01 0.0053 8.0E-08 9 257 203 1243 0.1554 | 0.1238 0.0053 0.0192
A*25:01 | B*18:01 0.0053 1.2E-07 9 15 59 1629 0.014 | 0.0397 0.0053 0.0006
B*07:05 | C*15:05 0.0047 8.4E-14 8 9 7 1688 0.0099 | 0.0088 0.0047 0.0001
B*48:01 | C*08:03 0.0047 2.5E-10 8 103 0 1601 0.0648 | 0.0047 0.0047 0.0003
A*23:01 | B*15:03 0.0047 1.6E-06 8 51 19 1634 0.0345 | 0.0158 0.0047 0.0005
B*15:03 | C*02:10 0.0041 1.2E-11 7 20 3 1682 0.0158 | 0.0058 0.0041 0.0001
B*57:03 | C*18:01 0.0035 1.9E-11 6 10 3 1693 0.0093 | 0.0053 0.0035 0

B*41:02 | C*17:01 0.0035 9.5E-09 6 2 42 1662 0.0047 | 0.028 0.0035 0.0001
A*74:01 | B*15:03 0.0029 2.6E-06 5 11 22 1674 0.0093 | 0.0158 0.0029 0.0001
B*15:18 | C*07:04 0.0018 2.6E-07 3 0 9 1700 0.0018 | 0.007 0.0018 0

A*02:11 | B*48:02 0.0012 2.0E-06 2 1 0 1709 0.0018 | 0.0012 0.0012 0

B*14:01 | C*04:01 0.0006 1.4E-06 1 38 598 1075 0.0228 | 0.3499 0.0006 0.008

Tabla Suplementaria S 3. Desequilibrio de ligamiento HLA de 3-/oci en la cohorte MEX.

Titulo de columnas: Todos, nimero de individuos que expresan HLA1, HLA2 y HLA3; Sélo HLA1&HLA2, niumero de individuos que expresan HLAl y
HLA2, pero no HLA3; Sélo HLA3, nimero de individuos que expresan HLA3, pero no HLA1 ni HLA2; Ninguno, numero de individuos que no expresan
ni HLA1, HLA2 y HLA3; P(HLA1 & HLAZ2), frecuencia observada de individuos con HLA1 y HLA2 en la poblacién; P(HLA3), frecuencia observada de
individuos con HLA3 en la poblacion; P(HLA1 & HLA2 & HLA3), frecuencia observada de individuos con HLA1, HLA2 y HLA3 en la poblacién. E(P(HLA1
& HLA2 & HLA3)), frecuencia esperada de P(HLA1 & HLA2 & HLA3) si P(HLA1 & HLA2) y P(HLA3) son independientes [E(P(HLA1 & HLA2 & HLA3)) =P
(HLA1 & HLA2) * P(HLA3)]. Valor p, valor p exacto de exacta de Fisher de dos colas. Esta es una estimacién de la probabilidad de que P(HLA1 & HLA2)
y P(HLA3) son independientes, dado los datos observados. Un pequefio valor de p indica que la ocurrencia de HLA1 & HLA2 y HLA3 esta vinculada a
la poblacién. La matriz de contingencia es [[ambos, s6loHLA1&HLA2], [s6loHLA3], [ninguno]]. Para cada par de alelos HLA encontrado
(estadisticamente significativo) en la Tabla suplementaria S2, se usaron pruebas exactas de Fisher contra un tercer locus. Las multiples comparaciones
fueron abordadas con la correccion de Bonferroni. Nimero de pruebas de Fisher calculadas = N3= 6251. Valor p significativo para las comparaciones
=0.05/N3 = 7.999e-06 para un nivel de confianza del 95%.

HLAL | HLA2 | Hiaz | Frecuencia | iorp | Todos Sélo S6l0 | \inguno | PIHLAL | biias) Pl(-:;l;l&& E(:(:\;A;&
Poblacional HLA1&HLA2 | HLA3 & HLA2) HLA3) HLA3))
A*68:03 | B*39:05 | C*07:02 |  0.0783 | 8.7E32 | 134 41 472 | 1065 | 0.1022 | 0354 | 0.0783 0.0362
B*35:12 | C*04:01 | A*02:01| 00561 | 1.4E-10| 96 55 568 | 993 | 00882 | 0.3879 | 0.0561 0.0342
A*24:02 | C*03.05 | B*39:06 | 0.0467  |5.4E-23| 80 394 33 | 1205 | 02769 | 0.066 | 0.0467 0.0183
B*39:06 | C*07:02 | A*24:02| 0.0467 | 5.4E-23| 80 33 394 | 1205 | 0066 | 0.2769 | 0.0467 0.0183
B*39:05 | C*07:02 | A*02:06|  0.0415 | 15€-07| 71 164 227 | 1250 | 01373 | 0.1741 | 0.0415 0.0239
A*01.01| B*08:01 | C*07:01 | 00327  |57E-17| 56 93 156 | 1407 | 0087 | 0.1238 | 0.0327 0.0108
A*01:.01| B*57:01 | C*07:01 | 00327  |57E-17| 56 93 156 | 1407 | 0087 | 0.1238 | 0.0327 0.0108
B*15:15 | C*01:02 | A*02:01| 00310 |L1.0E11| 53 14 611 | 1034 | 00391 | 0.3879 | 0.031 0.0152
A*29:02 | B*44:03 | C*16:01 | 00251 | 1.2E39| 43 28 54 | 1587 | 00415 | 0.0567 | 0.0251 0.0023
B*44:03 | C*07:02 | A*29:02| 00239 | 45E-34| 41 67 30 | 1574 | 00631 | 0.0415 | 0.0239 0.0026
A*33.01 | B*14:02 | C*08:02| 00239 | 1.5636| 41 14 93 | 1564 | 00321 | 0.0783 | 0.0239 0.0025
B*07:02 | C*07:02 | A*03:01| 00216 | L.1E-14| 37 83 99 | 1493 | 00701 | 0.0794 | 0.0216 0.0056
A*01:01| B*08:01 | C*06:02| 00187 |3.3E08| 32 117 104 | 1459 | 0.087 | 0.0794 | 0.0187 0.0069
A*01:01| B*57:01 | C*06:02| 00187 |3.3E08| 32 117 104 | 1459 | 0.087 | 0.0794 | 0.0187 0.0069
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A*30:01 | B*13:02 | C*06:02 0.0187 2.4E-19| 32 35 104 1541 0.0391 | 0.0794 0.0187 0.0031

A*30:01 | B*42:01 | C*06:02 0.0187 2.4E-19| 32 35 104 1541 0.0391 | 0.0794 0.0187 0.0031
A*01:01 | B*08:01 | C*07:02 0.0164 5.9E-06 | 28 121 578 985 0.087 0.354 0.0164 0.0308
A*01:01 | B*57:01 | C*07:02 0.0164 5.9E-06 | 28 121 578 985 0.087 0.354 0.0164 0.0308
A*30:01 | C*17:01 | B*13:02 0.0146 1.8E-28 | 25 42 13 1632 0.0391 | 0.0222 0.0146 0.0009
A*02:05 | B*41:01 | C*07:01 0.0140 6.2E-15| 24 11 188 1489 0.0204 | 0.1238 0.014 0.0025
A*26:01 | B*38:01 | C*12:03 0.0123 1.1E-12| 21 43 70 1578 0.0374 | 0.0532 0.0123 0.002
A*30:02 | B*18:01 | C*05:01 0.0117 9.0E-13| 20 34 76 1582 0.0315 | 0.0561 0.0117 0.0018
A*23:01 | B*15:03 | C*06:02 0.0093 6.0E-06 | 16 43 120 1533 0.0345 | 0.0794 0.0093 0.0027
A*30:01 | B*42:01 | C*17:01 0.0093 4.1E-12| 16 51 32 1613 0.0391 0.028 0.0093 0.0011
A*68:02 | B*14:02 | C*08:02 0.0093 3.0E-06| 16 41 118 1537 0.0333 | 0.0783 0.0093 0.0026
B*18:01 | C*12:03 | A*30:02 0.0088 5.2E-10| 15 53 39 1605 0.0397 | 0.0315 0.0088 0.0013
B*41:01 | C*17:01 | A*02:05 0.0082 2.1E-16 | 14 21 21 1656 0.0204 | 0.0204 0.0082 0.0004
A*25:01 | B*18:01 | C*12:03 0.0070 4.0E-10| 12 12 79 1609 0.014 0.0532 0.007 0.0007
B*18:01 | C*05:01 | A*25:01 0.0053 1.2E-07 9 59 15 1629 0.0397 0.014 0.0053 0.0006
B*14:01 | C*04:01 | A*26:01 0.0053 7.1E-06 9 30 55 1618 0.0228 | 0.0374 0.0053 0.0009
B*14:01 | C*08:02 | A*26:01 0.0053 7.1E-06 9 30 55 1618 0.0228 | 0.0374 0.0053 0.0009
A*26:01 | C*12:03 | B*14:01 0.0053 7.1E-06 9 55 30 1618 0.0374 | 0.0228 0.0053 0.0009
B*15:03 | C*02:02 | A*23:01 0.0047 1.6E-06 8 19 51 1634 0.0158 | 0.0345 0.0047 0.0005
B*15:03 | C*02:10 | A*23:01 0.0047 1.6E-06 8 19 51 1634 0.0158 | 0.0345 0.0047 0.0005
B*15:03 | C*02:02 | A*74:01 0.0029 2.6E-06 5 22 11 1674 0.0158 | 0.0093 0.0029 0.0001
B*15:03 | C*02:10 | A*74:01 0.0029 2.6E-06 5 22 11 1674 0.0158 | 0.0093 0.0029 0.0001

Tabla Suplementaria S 4. Desequilibrio de ligamiento HLA de 2-/oci en la cohorte CAM.
Titulos de columna igual a los mostrados en la Tabla Suplementaria S2. Las multiples comparaciones se abordaron con la correcciéon de Bonferroni.
Numero de comparaciones realizadas = N2 = 14,234. Valor p significativo = 0.05/N2 = 3.513e-06 para un nivel de confianza del 95%.

HLA1 | HLA2 E:;el:ll::‘:rlmzsl Valor p | Ambos Hsf:\"l I-SI:AI\OZ Ninguno | P(HLA1) | P(HLA2) P(:t::)& E(F::';;;&
B*35:01 | C*04:01 0.1374 6.7E-44 | 211 105 297 923 | 02057 | 03307 | 0.1374 0.068
B*07:02 | C*07:02 0.0853 57654 | 131 24 305 1076 | 0.1009 | 0.2839 0.0853 0.0286
B*40:02 | C*03:05 0.0710 32E-80| 109 75 43 1309 | 0.1198 | 0.099 0.071 0.0119
B*35:43 | C*01:02 0.0671 7.0E92| 103 5 113 1315 | 0.0703 | 0.1406 | 0.0671 0.0099
A*24:02 | B*40:02 0.0671 51E-18| 103 322 81 1030 | 0.2767 | 0.1198 | 0.0671 0.0331
B*35:12 | C*04:01 0.0658 3.8E-45| 101 5 407 1023 | 0069 | 03307 | 0.0658 0.0228
A*68:03 | C*07:02 0.0638 31614 98 86 338 1014 | 0.1198 | 0.2839 0.0638 0.034
A*24:02 | C*03:05 0.0625 42622| 9 329 56 1055 | 0.2767 | 0.099 0.0625 0.0274
B*39:05 | C*07:02 0.0612 36E45| 94 8 342 1092 | 0.0664 | 0.2839 0.0612 0.0188
A*24:02 | C*01:02 0.0592 72807 91 334 125 986 | 0.2767 | 0.1406 |  0.0592 0.0389
B*14:02 | C*08:02 0.0501 6.6E95| 77 7 32 1420 | 0.0547 | 0.071 0.0501 0.0039
B*39:08 | C*07:02 0.0482 7.4E33| 74 9 362 1091 | 0.054 | 0.2839 0.0482 0.0153
A*02:01 | B*35:12 0.0469 5.4E15| 72 422 34 1008 | 0.3216 | 0.069 0.0469 0.0222
B*08:01 | C*07:01 0.0449 8.6E-43| 69 18 173 1276 | 0.0566 | 0.1576 |  0.0449 0.0089
A*02:06 | C*07:02 0.0449 70611 69 56 367 1044 | 0.0814 | 0.2839 0.0449 0.0231
A*01:01 | C*07:01 0.0417 48E-24| 64 55 178 1239 | 0.0775 | 0.1576 | 0.0417 0.0122
B*53:01 | C*04:01 0.0397 56E-17| 61 17 447 1011 | 0.0508 | 03307 | 0.0397 0.0168
B*40:02 | C*03:04 0.0365 34E15| 56 128 112 1240 | 0.1198 | 0.1094 | 0.0365 0.0131
B*49:01 | C*07:01 0.0339 1.0E-35| 52 8 190 1286 | 0.0391 | 0.1576 | 0.0339 0.0062
A*68:03 | B*39:05 0.0326 35£22| 50 134 52 1300 | 0.1198 | 0.0664 | 0.0326 0.008
B*15:01 | C*01:02 0.0319 7.4E25| 49 29 167 1291 | 0.0508 | 0.1406 | 0.0319 0.0071
A*03:01 | B*07:02 0.0319 20E-15| 49 108 106 1273 | 0.1022 | 0.1009 0.0319 0.0103
A*29:02 | C*16:01 0.0299 23E30| 46 43 77 1370 | 0.0579 | 0.0801 0.0299 0.0046
B*44:03 | C*16:01 0.0299 46E-26 | 46 60 77 1353 | 0.069 | 0.0801 0.0299 0.0055
A*01:01 | B*08:01 0.0286 38E29| 44 75 43 1374 | 0.0775 | 0.0566 | 0.0286 0.0044
B*15:03 | C*02:10 0.0273 9.1E58 | 42 30 4 1460 | 0.0469 | 0.0299 0.0273 0.0014
B*51:01 | C*15:02 0.0267 14E-33| 41 81 20 1394 | 0.0794 | 00397 | 0.0267 0.0032
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A*29:02 | B*44:03 0.0260 4.6E-26 40 49 66 1381 0.0579 | 0.069 0.026 0.004
B*44:02 | C*05:01 0.0247 1.9E-42 38 7 58 1433 0.0293 | 0.0625 0.0247 0.0018
B*38:01 | C*12:03 0.0247 6.4E-42 38 8 57 1433 0.0299 | 0.0618 0.0247 0.0019
B*35:17 | C*04:01 0.0234 4.5E-14 36 4 472 1024 0.026 | 0.3307 0.0234 0.0086
B*18:01 | C*05:01 0.0208 2.1E-20 32 47 64 1393 0.0514 | 0.0625 0.0208 0.0032
B*39:11 | C*07:02 0.0208 1.4E-18 32 0 404 1100 0.0208 | 0.2839 0.0208 0.0059
A*02:06 | B*39:08 0.0202 8.6E-15 31 94 52 1359 0.0814 | 0.054 0.0202 0.0044
A*68:03 | B*35:43 0.0195 3.3E-06 30 154 78 1274 0.1198 | 0.0703 0.0195 0.0084
A*30:01 | C*17:01 0.0189 3.3E-24 29 50 30 1427 0.0514 | 0.0384 0.0189 0.002
B*58:01 | C*07:01 0.0182 1.0E-09 28 28 214 1266 0.0365 | 0.1576 0.0182 0.0057
B*52:01 | C*12:02 0.0176 1.9E-35 27 37 5 1467 0.0417 | 0.0208 0.0176 0.0009
A*33:01 | C*08:02 0.0176 9.8E-18 27 30 82 1397 0.0371 | 0.071 0.0176 0.0026
A*33:01 | B*14:02 0.0163 1.8E-18 25 32 59 1420 0.0371 | 0.0547 0.0163 0.002
B*15:03 | C*02:02 0.0163 2.9E-15 25 47 61 1403 0.0469 | 0.056 0.0163 0.0026
B*13:02 | C*06:02 0.0156 6.2E-26 24 2 95 1415 0.0169 | 0.0775 0.0156 0.0013
B*18:01 | C*12:03 0.0156 4.2E-12 24 55 71 1386 0.0514 | 0.0618 0.0156 0.0032
B*58:01 | C*03:02 0.0150 1.7E-22 23 33 26 1454 0.0365 | 0.0319 0.015 0.0012
B*45:01 | C*16:01 0.0150 7.7E-15 23 22 100 1391 0.0293 | 0.0801 0.015 0.0023
B*15:10 | C*03:04 0.0150 3.0E-14 23 14 145 1354 0.0241 | 0.1094 0.015 0.0026
B*39:06 | C*07:02 0.0150 2.8E-11 23 2 413 1098 0.0163 | 0.2839 0.015 0.0046
A*23:01 | B*15:03 0.0150 1.0E-09 23 99 49 1365 0.0794 | 0.0469 0.015 0.0037
B*40:01 | C*03:04 0.0143 5.3E-16 22 8 146 1360 0.0195 | 0.1094 0.0143 0.0021
A*26:01 | C*12:03 0.0143 3.6E-10 22 58 73 1383 0.0521 | 0.0618 0.0143 0.0032
B*42:01 | C*17:01 0.0137 2.2E-27 21 5 38 1472 0.0169 | 0.0384 0.0137 0.0007
B*15:01 | C*03:03 0.0137 6.2E-12 21 57 52 1406 0.0508 | 0.0475 0.0137 0.0024
A*30:02 | C*05:01 0.0137 3.2E-06 21 95 75 1345 0.0755 | 0.0625 0.0137 0.0047
B*57:01 | C*07:01 0.0130 4.2E-12 20 6 222 1288 0.0169 | 0.1576 0.013 0.0027
B*58:02 | C*06:02 0.0124 1.9E-22 19 0 100 1417 0.0124 | 0.0775 0.0124 0.001
B*45:01 | C*06:02 0.0124 8.6E-11 19 26 100 1391 0.0293 | 0.0775 0.0124 0.0023
A*30:02 | B*18:01 0.0124 2.2E-06 19 97 60 1360 0.0755 | 0.0514 0.0124 0.0039
A*68:02 | B*53:01 0.0117 1.2E-09 18 50 60 1408 0.0443 | 0.0508 0.0117 0.0022
B*14:01 | C*08:02 0.0111 4.1E-17 17 4 92 1423 0.0137 | 0.071 0.0111 0.001
B*51:01 | C*14:02 0.0111 3.4E-12 17 105 13 1401 0.0794 | 0.0195 0.0111 0.0016
A*26:01 | B*38:01 0.0111 1.5E-11 17 63 29 1427 0.0521 | 0.0299 0.0111 0.0016
B*52:01 | C*03:03 0.0111 1.2E-09 17 47 56 1416 0.0417 | 0.0475 0.0111 0.002
A*23:01| C*02:10 0.0111 1.7E-08 17 105 29 1385 0.0794 | 0.0299 0.0111 0.0024
B*35:02 | C*04:01 0.0111 7.1E-08 17 1 491 1027 0.0117 | 0.3307 0.0111 0.0039
B*50:01 | C*06:02 0.0104 8.5E-17 16 2 103 1415 0.0117 | 0.0775 0.0104 0.0009
A*30:01 | B*42:01 0.0104 1.8E-15 16 63 10 1447 0.0514 | 0.0169 0.0104 0.0009
B*35:20 | C*04:01 0.0104 1.7E-08 16 0 492 1028 0.0104 | 0.3307 0.0104 0.0034
B*39:01 | C*12:03 0.0091 5.7E-09 14 22 81 1419 0.0234 | 0.0618 0.0091 0.0014
B*55:01 | C*03:03 0.0085 1.3E-13 13 7 60 1456 0.013 | 0.0475 0.0085 0.0006
B*51:01 | C*15:09 0.0085 1.3E-10 13 109 7 1407 0.0794 | 0.013 0.0085 0.001
B*81:01 | C*18:01 0.0078 1.3E-20 12 2 17 1505 0.0091 | 0.0189 0.0078 0.0002
B*57:03 | C*18:01 0.0078 7.1E-18 12 7 17 1500 0.0124 | 0.0189 0.0078 0.0002
A*68:02 | B*15:10 0.0078 1.6E-08 12 56 25 1443 0.0443 | 0.0241 0.0078 0.0011
B*37:01 | C*06:02 0.0072 1.2E-10 11 3 108 1414 0.0091 | 0.0775 0.0072 0.0007
A*25:01 | B*18:01 0.0072 3.8E-10 11 9 68 1448 0.013 | 0.0514 0.0072 0.0007
A*33:03 | C*03:02 0.0072 1.8E-09 11 23 38 1464 0.0221 | 0.0319 0.0072 0.0007
B*07:02 | C*15:05 0.0072 5.9E-07 11 144 9 1372 0.1009 | 0.013 0.0072 0.0013
B*57:01 | C*06:02 0.0072 1.1E-06 11 15 108 1402 0.0169 | 0.0775 0.0072 0.0013
B*48:01 | C*08:01 0.0065 1.8E-15 10 14 7 1505 0.0156 | 0.0111 0.0065 0.0002
B*27:05 | C*02:02 0.0065 1.1E-08 10 9 76 1441 0.0124 | 0.056 0.0065 0.0007
A*25:01 | C*12:03 0.0065 5.7E-08 10 10 85 1431 0.013 | 0.0618 0.0065 0.0008
B*41:02 | C*17:01 0.0059 9.5E-13 9 1 50 1476 0.0065 | 0.0384 0.0059 0.0003
B*39:08 | C*07:17 0.0059 2.5E-11 9 74 1 1452 0.054 | 0.0065 0.0059 0.0004
B*56:01 | C*01:02 0.0059 1.9E-08 9 0 207 1320 0.0059 | 0.1406 0.0059 0.0008
B*40:02 | C*07:01 0.0059 2.5E-06 9 175 233 1119 0.1198 | 0.1576 0.0059 0.0189
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A*36:01 | B*53:01 0.0052 2.9E-07 8 8 70 1450 0.0104 | 0.0508 0.0052 0.0005
B*48:01 | C*08:03 0.0046 6.9E-13 7 17 1 1511 0.0156 | 0.0052 0.0046 0.0001
B*51:07 | C*14:02 0.0039 3.3E-11 6 0 24 1506 0.0039 | 0.0195 0.0039 0.0001
B*15:16 | C*14:02 0.0039 2.7E-09 6 24 1503 0.0059 | 0.0195 0.0039 0.0001
A*02:05 | B*50:01 0.0039 2.3E-06 6 32 12 1486 0.0247 | 0.0117 0.0039 0.0003
B*15:18 | C*07:04 0.0026 7.1E-09 4 1 7 1524 0.0033 | 0.0072 0.0026 0

A*69:01 | B*55:01 0.0026 3.1E-07 4 2 16 1514 0.0039 | 0.013 0.0026 0.0001
B*42:02 | C*17:01 0.0026 2.0E-06 4 0 55 1477 0.0026 | 0.0384 0.0026 0.0001
B*15:31 | C*04:07 0.0020 1.7E-09 3 0 0 1533 0.002 0.002 0.002 0

A*02:07 | B*46:01 0.0020 1.7E-08 3 0 2 1531 0.002 | 0.0033 0.002 0

Tabla Suplementaria S 5. Desequilibrio de ligamiento HLA de 3-/oci en la cohorte CAM.
Titulos de columna igual a las mostradas en Tabla Suplementaria S3. Para cada par de alelos HLA encontrado (estadisticamente significativo) en la
Tabla suplementaria S4, se usaron pruebas exactas de Fisher contra un tercer locus. Las multiples comparaciones fueron abordadas con la correcciéon
de Bonferroni. NUmero de pruebas de Fisher calculadas = N3=6,092. Valor p significativo para las comparaciones = 0.05/N3 = 8.207e-06 para un nivel
de confianza del 95%.

. ) ) P(HLAL & | E(P(HLAL&

HLAL | HLA2 | HLA3 | freeuencia |\ iorp | Todos Selo S6lo | inguno | PHYAL | oiiiag)| HLA2 & HLA2 &

Poblacional HLA1&HLA2 | HLA3 & HLA2) HLA3) HLA3))
A*24:02 | C*01:02 | B*40:02| 0.0671 | 5.1E-18 | 103 322 81 | 1030 | 02767 | 0.1198 | 0.0671 0.0331
B*40:02 | C*03:04 | A*24:02| 00671 | 5.1E-18 | 103 81 322 | 1030 | 0.1198 | 02767 | 0.0671 0.0331
A*24:02 | C*03.05 | B*40:02| 0.0671 | 5.1E-18 | 103 322 81 | 1030 | 02767 | 0.1198 | 0.0671 0.0331
B*40:02 | C*07:01 | A*24:02| 00671 | 5.1E-18 | 103 81 322 | 1030 | 0.1198 | 02767 | 0.0671 0.0331
A*68:03 | B*35:43 | C*07:02| 0.0638 | 3.1E-14 | 98 86 338 | 1014 | 0.1198 | 0.2839 | 0.0638 0.034
A*68:03 | B¥39:05 | C*07:02| 0.0638 | 3.1E-14 | 98 86 338 | 1014 | 0.1198 | 0.2839 | 0.0638 0.034
B*35:12 | C*04:01 | A*02:01| 00469 | 5.4E-15 | 72 34 422 | 1008 | 0069 | 0.3216 | 0.0469 0.0222
A*02:06 | B¥39:08 | C*07:02| 0.0449 | 7.0e-11 | 69 56 367 | 1044 | 00814 | 02839 | 0.0449 0.0231
A*01:01 | B*08:01 | C*07:01| 0.0417 | 4.8E24 | 64 55 178 | 1239 | 0.0775 | 0.1576 | 0.0417 0.0122
B*07:02 | C*07:02 | A*03:01| 00319 | 2.9-15 | 49 106 108 | 1273 | 0.1009 | 0.1022 | 0.0319 0.0103
B*07:02 | C*15:05 | A*03:01| 00319 | 2.9-15 | 49 106 108 | 1273 | 0.1009 | 0.1022 | 0.0319 0.0103
A*29:02 | B*44:03 | C*16:01| 0.0299 | 2.3E30 | 46 43 77 | 1370 | 0.0579 | 0.0801 | 0.0299 0.0046
B*39:08 | C*07:17 | A*02:06| 00202 | 8.6E-15 | 31 52 94 | 1359 | 0054 | 00814 | 0.0202 0.0044
B*35:43 | C*01:02 | A*68:03| 00195 | 3.3E-06 | 30 78 154 | 1274 | 0.0703 | 0.1198 | 0.0195 0.0084
A*30:01 | B*42:01 | C*17:01| 0.0189 | 3.3E24 | 29 50 30 | 1427 | 0.0514 | 00384 | 0.0189 0.002
A*33:01 | B*14:02 | C*08:02| 0.0176 | 9.86-18 | 27 30 82 | 1397 | 00371 | 0071 | 0.0176 0.0026
B*15:03 | C*02:02 | A*23:01| 00150 | 1.0E-09 | 23 49 99 | 1365 | 00469 | 0.0794 | 0.015 0.0037
A*23:01 | C*02:10 | B*15:03| 0.0150 | 1.0OE09 | 23 99 49 | 1365 | 00794 | 0.0469 | 0.015 0.0037
A*26:01 | B*38:01 | C*12:03| 0.0143 | 3.6-10 | 22 58 73 | 1383 | 0.0521 | 00618 | 0.0143 0.0032
A*30:02 | B*18:01 | C*05:01| 0.0137 | 3.2E06 | 21 95 75 | 1345 | 0.0755 | 0.0625 | 0.0137 0.0047
B*18:01 | C*12:03 | A*30:02| 00124 | 2.2E06 | 19 60 97 | 1360 | 00514 | 0.0755 | 0.0124 0.0039
B*53:01 | C*04:01 | A*68:02| 00117 | 1.2E09 | 18 60 50 | 1408 | 0.0508 | 0.0443 | 0.0117 0.0022
B*15:10 | C*03:04 | A*68:02| 00078 | 1.6E-08 | 12 25 56 | 1443 | 0.0241 | 00443 | 0.0078 0.0011
B*18:01 | C*05:01 | A*25:01| 00072 | 3.86-10 | 11 68 9 1448 | 00514 | 0013 | 0.0072 0.0007
A*25:01 | C*12:03 | B*18:01| 0.0072 | 3.8e-10 | 11 9 68 | 1448 | 0013 | 00514 | 0.0072 0.0007
B*58:01 | C*03:02 | A*02:05| 0.0059 | 4.36-06 | 9 47 29 | 1451 | 0.0365 | 00247 | 0.0059 0.0009
B*58:01 | C*07:01 | A*02:05| 0.0059 | 4.36-06 | 9 47 29 | 1451 | 0.0365 | 00247 | 0.0059 0.0009
B*53.01 | C*04:01 | A*36:01| 00052 | 2.9t07 | 8 70 8 1450 | 0.0508 | 0.0104 | 0.0052 0.0005
B*50:01 | C*06:02 | A*02:05| 00039 | 2.3£06 | 6 12 32 | 1486 | 0.0117 | 00247 | 0.0039 0.0003
B*55:01 | C*03:03 | A*69:01| 00026 | 3.1€07 | 4 16 2 1514 | 0013 | 00039 | 0.0026 0.0001

Tabla Suplementaria S 6. Desequilibrio de ligamiento HLA de 2-/oci en la cohorte combinada MEX/CAM.
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Titulos de columna igual a los mostrados en la Tabla Suplementaria S2. Las multiples comparaciones se abordaron con la correcciéon de Bonferroni.
Numero de comparaciones realizadas = N2 = 21,421. Valor p significativo = 0.05/N2 = 2.334e-06 para un nivel de confianza del 95%.

HLA1 | HLA2 :;::::::I Valorp | Ambos Hsf:’l Hsf:’z Ninguno | P(HLA1) | P(HLA2) P(:LL:;)& E(';('L":?S&
B*35:01 | C*04:01 0.1293 19E96 | 420 163 687 1979 | 0.1794 | 03407 |  0.1293 0.0611
B*39:05 | C*07:02 0.0976 3.8E-144 | 317 20 726 2186 | 0.1037 | 0321 0.0976 0.0333
B*35:12 | C*04:01 0.0751 7.56-104 | 244 13 863 2129 | 0.0791 | 03407 | 0.0751 0.027
B*07:02 | C*07:02 0.0742 8.0E-90 | 241 34 802 2172 | 0.0846 | 0321 0.0742 0.0272
A*68:03 | C*07:02 0.0714 31641 | 232 127 811 2079 | 0.1105 | 0321 0.0714 0.0355
A*02:06 | C*07:02 0.0634 43E-14 | 206 218 837 1988 | 0.1305 | 0.321 0.0634 0.0419
A*24:02 | B*40:02 0.0563 28619 | 183 717 199 2150 | 0277 | 01176 | 0.0563 0.0326
A*02:01 | B*35:12 0.0517 6.3E24 | 168 990 89 2002 | 0.3564 | 0.0791 0.0517 0.0282
B*14:02 | C*08:02 0.0511 8.0E-195 | 166 18 77 2988 | 0.0566 | 0.0748 | 0.0511 0.0042
B*40:02 | C*03:05 0.0468 13E-104 | 152 230 59 2808 | 0.1176 | 0.0649 0.0468 0.0076
A*68:03 | B*39:05 0.0468 28667 | 152 207 185 2705 | 0.1105 | 0.1037 | 0.0468 0.0115
B*40:02 | C*03:04 0.0468 37649 | 152 230 255 2612 | 0.1176 | 0.1253 0.0468 0.0147
B*35:43 | C*01:02 0.0403 27E-114 | 131 6 301 2811 | 0.0422 | 0133 0.0403 0.0056
B*35:17 | C*04:01 0.0403 37653 | 131 8 976 2134 | 0.0428 | 03407 | 0.0403 0.0146
B*39:06 | C*07:02 0.0400 37656 | 130 8 913 2198 | 0.0425 | 0321 0.04 0.0136
A*24:02 | C*03:05 0.0400 15626 | 130 770 81 2268 | 0277 | 0.0649 0.04 0.018
B*08:01 | C*07:01 0.0397 32691 | 129 25 325 2770 | 0.0474 | 01397 | 0.0397 0.0066
A*01:01 | C*07:01 0.0369 17638 | 120 148 334 2647 | 0.0825 | 0.1397 | 0.0369 0.0115
B*15:01 | C*01:02 0.0354 7.0657 | 115 76 317 2741 | 0.0588 | 0.133 0.0354 0.0078
B*48:01 | C*08:01 0.0332 206133 | 108 27 54 3060 | 0.0416 | 0.0499 0.0332 0.0021
B*44:03 | C*16:01 0.0332 1.1E78 | 108 106 112 2923 | 0.0659 | 0.0677 | 0.0332 0.0045
A*02:01 | C*03:03 0.0314 35607 | 102 | 1056 90 2001 | 0.3564 | 0.0591 0.0314 0.0211
B*51:01 | C*15:02 0.0302 22675 | 98 188 45 2918 | 0.088 | 0.044 0.0302 0.0039
A*24:02 | B*39:06 0.0299 22826 | 97 803 41 2308 | 0277 | 0.0425 0.0299 0.0118
B*53:01 | C*04:01 0.0299 3424 | 97 28 1010 | 2114 | 0.0385 | 0.3407 |  0.0299 0.0131
B*39:08 | C*07:02 0.0289 16E36 | 94 10 949 2196 | 0032 | 0321 0.0289 0.0103
A*02:06 | B*39:05 0.0280 31613 | 91 333 246 2579 | 0.1305 | 0.1037 0.028 0.0135
A*29:02 | C*16:01 0.0274 43E-68 | 89 71 131 2958 | 0.0492 | 0.0677 | 0.0274 0.0033
B*49:01 | C*07:01 0.0271 58665 | 88 12 366 2783 | 0.0308 | 0.1397 | 0.0271 0.0043
A*68:01 | C*03:04 0.0268 72610 | 87 287 320 2555 | 0.1151 | 0.1253 0.0268 0.0144
A*03:01 | B*07:02 0.0265 71E29 | 86 207 189 2767 | 0.0902 | 0.0846 | 0.0265 0.0076
B*39:01 | C*07:02 0.0265 16619 | 86 34 957 2172 | 0.0369 | 0321 0.0265 0.0119
B*44:02 | C*05:01 0.0255 47692 | 83 18 109 3039 | 0.0311 | 0.0591 0.0255 0.0018
A*29:02 | B*44:03 0.0249 43658 | 81 79 133 2956 | 0.0492 | 0.0659 0.0249 0.0032
B*40:02 | C*04:01 0.0240 61610 | 78 304 1029 | 1838 | 0.1176 | 0.3407 0.024 0.0401
A*02:01 | B*35:17 0.0237 13606 | 77 1081 62 2029 | 0.3564 | 0.0428 | 0.0237 0.0152
B*38:01 | C*12:03 0.0234 31E81 | 76 22 110 3041 | 0.0302 | 0.0572 0.0234 0.0017
B*39:02 | C*07:02 0.0234 23620 | 76 23 967 2183 | 0.0305 | 0321 0.0234 0.0098
B*40:02 | C*07:02 0.0228 44E-09 | 74 308 969 1898 | 0.1176 | 0.321 0.0228 0.0377
A*01:01 | B*08:01 0.0222 33640 | 72 196 82 2899 | 0.0825 | 0.0474 | 0.0222 0.0039
B*15:15 | C*01:02 0.0209 1.7E53 | 68 7 364 2810 | 0.0231 | 0.133 0.0209 0.0031
A*33:01 | C*08:02 0.0209 42651 | 68 44 175 2962 | 0.0345 | 0.0748 | 0.0209 0.0026
B*52:01 | C*03:03 0.0200 5.6E44 | 65 84 127 2973 | 0.0459 | 0.0591 0.02 0.0027
B*13:02 | C*06:02 0.0191 29869 | 62 2 193 2992 | 0.0197 | 0.0785 0.0191 0.0015
A*33:01 | B*14:02 0.0191 23t51 | 62 50 122 3015 | 0.0345 | 0.0566 | 0.0191 0.002
A*02:01 | B*44:02 0.0188 40E-07 | 61 1097 40 2051 | 0.3564 | 0.0311 0.0188 0.0111
B*18:01 | C*05:01 0.0185 27638 | 60 87 132 2970 | 0.0452 | 0.0591 0.0185 0.0027
A*02:01 | B*15:15 0.0179 1113 | 58 1100 17 2074 | 0.3564 | 0.0231 0.0179 0.0082
B*07:02 | C*04:01 0.0179 1.1E06 | 58 217 1049 | 1925 | 0.0846 | 0.3407 | 0.0179 0.0288
B*15:01 | C*03:03 0.0172 9.2£27 | 56 135 136 2922 | 0.0588 | 0.0591 0.0172 0.0035
B*52:01 | C*12:02 0.0166 2364 | 54 95 13 3087 | 0.0459 | 0.0206 | 0.0166 0.0009
B*18:01 | C*12:03 0.0154 7128 | 50 97 136 2966 | 0.0452 | 0.0572 0.0154 0.0026
B*15:03 | C*02:10 0.0151 77673 | 49 50 7 3143 | 0.0305 | 0.0172 0.0151 0.0005
B*14:01 | C*08:02 0.0148 57645 | 48 12 195 2994 | 0.0185 | 0.0748 | 0.0148 0.0014
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B*35:02 | C*04:01 0.0148 6.0E-22 48 1 1059 2141 0.0151 | 0.3407 0.0148 0.0051
A*01:01 | C*06:02 0.0148 1.6E-08 48 220 207 2774 0.0825 | 0.0785 0.0148 0.0065
A*01:01 | C*07:02 0.0145 3.5E-08 47 221 996 1985 0.0825 | 0.321 0.0145 0.0265
A*30:01 | C*17:01 0.0139 7.3E-35 45 101 62 3041 0.0449 | 0.0329 0.0139 0.0015
A*30:01 | C*06:02 0.0139 4.7E-17 45 101 210 2893 0.0449 | 0.0785 0.0139 0.0035
B*58:01 | C*07:01 0.0135 2.7E-17 44 40 410 2755 0.0259 | 0.1397 0.0135 0.0036
A*02:06 | C*08:01 0.0135 8.8E-07 44 380 118 2707 0.1305 | 0.0499 0.0135 0.0065
B*35:01 | C*01:02 0.0135 2.2E-06 44 539 388 2278 0.1794 | 0.133 0.0135 0.0239
A*26:01 | C*12:03 0.0132 2.6E-21 43 101 143 2962 0.0443 | 0.0572 0.0132 0.0025
A*30:02 | C*05:01 0.0126 5.0E-16 41 129 151 2928 0.0523 | 0.0591 0.0126 0.0031
A*02:06 | B*39:08 0.0123 2.7E-11 40 384 64 2761 0.1305 | 0.032 0.0123 0.0042
B*27:05 | C*02:02 0.0120 3.0E-37 39 24 119 3067 0.0194 | 0.0486 0.012 0.0009
A*68:03 | B*35:43 0.0120 7.5E-09 39 320 98 2792 0.1105 | 0.0422 0.012 0.0047
B*51:01 | C*14:02 0.0117 3.9E-28 38 248 18 2945 0.088 | 0.0172 0.0117 0.0015
A*02:05 | C*07:01 0.0117 6.1E-15 38 35 416 2760 0.0225 | 0.1397 0.0117 0.0031
B*45:01 | C*16:01 0.0114 3.4E-23 37 44 183 2985 0.0249 | 0.0677 0.0114 0.0017
B*45:01 | C*06:02 0.0114 7.8E-21 37 44 218 2950 0.0249 | 0.0785 0.0114 0.002
B*42:01 | C*17:01 0.0111 4.4E-51 36 5 71 3137 0.0126 | 0.0329 0.0111 0.0004
B*51:01 | C*15:09 0.0111 9.0E-30 36 250 11 2952 0.088 | 0.0145 0.0111 0.0013
B*15:03 | C*02:02 0.0111 1.0E-23 36 63 122 3028 0.0305 | 0.0486 0.0111 0.0015
B*35:01 | C*07:01 0.0111 1.1E-10 36 547 418 2248 0.1794 | 0.1397 0.0111 0.0251
A*26:01 | B*38:01 0.0108 3.1E-24 35 109 63 3042 0.0443 | 0.0302 0.0108 0.0013
B*40:01 | C*03:04 0.0108 2.5E-23 35 11 372 2831 0.0142 | 0.1253 0.0108 0.0018
B*57:01 | C*07:01 0.0108 6.7E-17 35 22 419 2773 0.0175 | 0.1397 0.0108 0.0025
A*23:01 | C*06:02 0.0108 2.3E-07 35 146 220 2848 0.0557 | 0.0785 0.0108 0.0044
B*15:10 | C*03:04 0.0105 1.2E-19 34 17 373 2825 0.0157 | 0.1253 0.0105 0.002
A*30:02 | B*18:01 0.0105 2.0E-14 34 136 113 2966 0.0523 | 0.0452 0.0105 0.0024
B*58:01 | C*03:02 0.0102 1.8E-36 33 51 37 3128 0.0259 | 0.0215 0.0102 0.0006
A*30:01 | B*13:02 0.0102 4.8E-29 33 113 31 3072 0.0449 | 0.0197 0.0102 0.0009
B*35:14 | C*04:01 0.0102 3.7E-12 33 4 1074 2138 0.0114 | 0.3407 0.0102 0.0039
B*39:11 | C*07:02 0.0098 1.2E-16 32 0 1011 2206 0.0098 | 0.321 0.0098 0.0032
A*01:01 | B*57:01 0.0095 8.6E-20 31 237 26 2955 0.0825 | 0.0175 0.0095 0.0014
A*23:01 | B*15:03 0.0095 1.9E-16 31 150 68 3000 0.0557 | 0.0305 0.0095 0.0017
B*50:01 | C*06:02 0.0092 5.7E-26 30 10 225 2984 0.0123 | 0.0785 0.0092 0.001
B*58:02 | C*06:02 0.0086 2.7E-32 28 0 227 2994 0.0086 | 0.0785 0.0086 0.0007
B*57:01 | C*06:02 0.0086 5.3E-17 28 29 227 2965 0.0175 | 0.0785 0.0086 0.0014
B*14:02 | C*07:02 0.0086 1.4E-07 28 156 1015 2050 0.0566 | 0.321 0.0086 0.0182
A*68:02 | B*53:01 0.0083 3.2E-14 27 98 98 3026 0.0385 | 0.0385 0.0083 0.0015
B*44:03 | C*07:02 0.0083 1.9E-11 27 187 1016 2019 0.0659 | 0.321 0.0083 0.0211
A*30:01 | B*42:01 0.0080 3.5E-26 26 120 15 3088 0.0449 | 0.0126 0.008 0.0006
A*30:02 | C*07:02 0.0080 4.7E-07 26 144 1017 2062 0.0523 | 0.321 0.008 0.0168
B*40:02 | C*03:06 0.0077 4.3E-20 25 357 4 2863 0.1176 | 0.0089 0.0077 0.001
B*15:01 | C*07:02 0.0077 6.9E-10 25 166 1018 2040 0.0588 | 0.321 0.0077 0.0189
B*55:01 | C*03:03 0.0074 6.3E-23 24 10 168 3047 0.0105 | 0.0591 0.0074 0.0006
B*40:08 | C*03:04 0.0074 1.4E-16 24 7 383 2835 0.0095 | 0.1253 0.0074 0.0012
B*41:01 | C*07:01 0.0074 1.2E-09 24 23 430 2772 0.0145 | 0.1397 0.0074 0.002
B*40:02 | C*07:01 0.0071 2.6E-07 23 359 431 2436 0.1176 | 0.1397 0.0071 0.0164
B*27:05 | C*01:02 0.0071 2.2E-06 23 40 409 2777 0.0194 | 0.133 0.0071 0.0026
B*37:01 | C*06:02 0.0068 3.8E-22 22 3 233 2991 0.0077 | 0.0785 0.0068 0.0006
A*25:01| C*12:03 0.0068 9.7E-17 22 22 164 3041 0.0135 | 0.0572 0.0068 0.0008
B*35:20 | C*04:01 0.0068 4.5E-11 22 0 1085 2142 0.0068 | 0.3407 0.0068 0.0023
B*39:01 | C*12:03 0.0068 6.3E-07 22 98 164 2965 0.0369 | 0.0572 0.0068 0.0021
A*68:02 | B*14:02 0.0068 1.1E-06 22 103 162 2962 0.0385 | 0.0566 0.0068 0.0022
B*41:01 | C*17:01 0.0065 6.2E-20 21 26 86 3116 0.0145 | 0.0329 0.0065 0.0005
A*25:01 | B*18:01 0.0062 2.5E-16 20 24 127 3078 0.0135 | 0.0452 0.0062 0.0006
B*35:08 | C*04:01 0.0062 2.2E-07 20 3 1087 2139 0.0071 | 0.3407 0.0062 0.0024
A*23:01 | B*49:01 0.0062 3.1E-07 20 161 80 2988 0.0557 | 0.0308 0.0062 0.0017
B*56:01 | C*01:02 0.0058 2.6E-15 19 2 413 2815 0.0065 | 0.133 0.0058 0.0009
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A*23:01| C*02:10 0.0058 4.1E-11 19 162 37 3031 0.0557 | 0.0172 0.0058 0.001
B*57:03 | C*18:01 0.0055 5.7E-28 18 17 20 3194 0.0108 | 0.0117 0.0055 0.0001
B*51:02 | C*08:01 0.0055 8.8E-21 18 4 144 3083 0.0068 | 0.0499 0.0055 0.0003
B*15:30 | C*01:02 0.0055 1.8E-14 18 2 414 2815 0.0062 | 0.133 0.0055 0.0008
B*15:17 | C*07:01 0.0055 2.7E-13 18 3 436 2792 0.0065 | 0.1397 0.0055 0.0009
B*35:16 | C*04:01 0.0055 3.5E-09 18 0 1089 2142 0.0055 | 0.3407 0.0055 0.0019
B*35:01 | C*08:02 0.0055 2.0E-06 18 565 225 2441 0.1794 | 0.0748 0.0055 0.0134
A*02:05 | B*41:01 0.0049 6.6E-16 16 57 31 3145 0.0225 | 0.0145 0.0049 0.0003
B*40:05 | C*03:04 0.0049 3.4E-13 16 2 391 2840 0.0055 | 0.1253 0.0049 0.0007
A*68:02 | B*15:10 0.0049 2.0E-11 16 109 35 3089 0.0385 | 0.0157 0.0049 0.0006
B*48:01 | C*08:03 0.0046 1.4E-20 15 120 1 3113 0.0416 | 0.0049 0.0046 0.0002
B*41:02 | C*17:01 0.0046 1.6E-20 15 3 92 3139 0.0055 | 0.0329 0.0046 0.0002
B*07:02 | C*15:05 0.0046 3.9E-08 15 260 20 2954 0.0846 | 0.0108 0.0046 0.0009
A*74:01 | B*15:03 0.0043 6.6E-11 14 35 85 3115 0.0151 | 0.0305 0.0043 0.0005
B*81:01 | C*18:01 0.0040 4.2E-24 13 3 25 3208 0.0049 | 0.0117 0.004 0.0001
A*33:03 | C*03:02 0.0040 1.3E-11 13 37 57 3142 0.0154 | 0.0215 0.004 0.0003
A*31:01 | B*51:02 0.0037 1.0E-06 12 363 10 2864 0.1154 | 0.0068 0.0037 0.0008
A*36:01 | B*53:01 0.0034 4.5E-11 11 10 114 3114 0.0065 | 0.0385 0.0034 0.0002
B*49:01 | C*04:01 0.0034 1.4E-07 11 89 1096 2053 0.0308 | 0.3407 0.0034 0.0105
A*02:05 | B*58:01 0.0034 1.7E-06 11 62 73 3103 0.0225 | 0.0259 0.0034 0.0006
B*07:05 | C*15:05 0.0031 5.4E-15 10 13 25 3201 0.0071 | 0.0108 0.0031 0.0001
A*74:01 | C*02:10 0.0031 4.9E-09 10 39 46 3154 0.0151 | 0.0172 0.0031 0.0003
A*33:03 | B*58:01 0.0031 3.4E-07 10 40 74 3125 0.0154 | 0.0259 0.0031 0.0004
B*39:08 | C*07:17 0.0028 2.4E-13 9 95 1 3144 0.032 | 0.0031 0.0028 0.0001
A*02:05 | B*50:01 0.0028 1.4E-07 9 64 31 3145 0.0225 | 0.0123 0.0028 0.0003
A*03:01 | B*39:05 0.0025 5.4E-07 8 285 329 2627 0.0902 | 0.1037 0.0025 0.0094
A*24:25 | B*48:01 0.0025 6.0E-07 8 12 127 3102 0.0062 | 0.0416 0.0025 0.0003
B*40:11 | C*03:04 0.0025 2.0E-06 8 2 399 2840 0.0031 | 0.1253 0.0025 0.0004
B*15:18 | C*07:04 0.0022 2.6E-15 7 1 16 3225 0.0025 | 0.0071 0.0022 0

B*51:07 | C*14:02 0.0022 2.4E-12 7 1 49 3192 0.0025 | 0.0172 0.0022 0

B*15:16 | C*14:02 0.0022 9.6E-11 7 4 49 3189 0.0034 | 0.0172 0.0022 0.0001
B*15:39 | C*03:03 0.0022 1.7E-08 7 1 185 3056 0.0025 | 0.0591 0.0022 0.0001
A*69:01 | B*55:01 0.0018 1.7E-10 6 4 28 3211 0.0031 | 0.0105 0.0018 0

B*42:02 | C*17:01 0.0018 1.1E-09 6 0 101 3142 0.0018 | 0.0329 0.0018 0.0001
A*01:02 | B*49:01 0.0018 2.0E-08 6 2 94 3147 0.0025 | 0.0308 0.0018 0.0001
B*57:02 | C*18:01 0.0015 3.4E-09 5 2 33 3209 0.0022 | 0.0117 0.0015 0

B*15:31 | C*04:07 0.0009 1.8E-10 3 0 0 3246 0.0009 | 0.0009 0.0009 0

A*02:07 | B*46:01 0.0009 1.8E-09 3 0 2 3244 0.0009 | 0.0015 0.0009 0

B*27:05 | C*07:02 0.0009 1.6E-07 3 60 1040 2146 0.0194 | 0.321 0.0009 0.0062
B*15:09 | C*07:04 0.0009 3.1E-07 3 0 20 3226 0.0009 | 0.0071 0.0009 0

A*11:01 | B*39:05 0.0009 8.6E-07 3 194 334 2718 0.0606 | 0.1037 0.0009 0.0063
A*23:01 | B*39:05 0.0003 5.2E-08 1 180 336 2732 0.0557 | 0.1037 0.0003 0.0058

Tabla Suplementaria S 7. Desequilibrio de ligamiento HLA de 3-/oci en la cohorte combinada MEX/CAM.
Titulos de columna igual a las mostradas en Tabla Suplementaria S3. Para cada par de alelos HLA encontrado (estadisticamente significativo) en la
Tabla suplementaria S6, se usaron pruebas exactas de Fisher contra un tercer locus. Las multiples comparaciones fueron abordadas con la correccién
de Bonferroni. Nimero de pruebas de Fisher calculadas = N3= 11,919. Valor p significativo para las comparaciones = 0.05/N3 = 4.195e-06 para un
nivel de confianza del 95%.

. ) ) P(HLAL & | E(P(HLAL &
HLAL | HLA2 | HLA3 | frecuenda | orp | Todos Sélo S6l0 | Ninguno | PHYAL | piniag) | LAz & HLA2 &
Poblacional HLA1&HLA2 | HLA3 & HLA2) HLA3) HLA3))
A*68:03 | B*35:43 | C*07:02 0.0714 31641 232 127 811 | 2079 | 0.1105 | 0321 | 00714 0.0355
A*02:06 | B*39:05 | C*07:02 0.0634 43E-14| 206 218 837 | 1988 | 0.1305 | 0321 | 0.0634 0.0419
A*02:06 | B*39:08 | C*07:02 0.0634 43E-14| 206 218 837 | 1988 | 0.1305 | 0321 | 0.0634 0.0419
B*40:02 | C*03:04 | A*24:02 0.0563 2.8E-19| 183 199 717 | 2150 | 0.1176 | 0.277 | 0.0563 0.0326
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B*40:02 | C*03:06 | A*24:02 0.0563 2.8E-19 | 183 199 717 2150 0.1176 0.277 0.0563 0.0326
B*40:02 | C*04:01 | A*24:02 0.0563 2.8E-19| 183 199 717 2150 0.1176 0.277 0.0563 0.0326
B*40:02 | C*07:01 | A*24:02 0.0563 2.8E-19| 183 199 717 2150 0.1176 0.277 0.0563 0.0326
B*40:02 | C*07:02 | A*24:02 0.0563 2.8E-19| 183 199 717 2150 0.1176 0.277 0.0563 0.0326
A*02:01 | C*03:03 | B*35:12 0.0517 6.3E-24 | 168 990 89 2002 0.3564 | 0.0791 0.0517 0.0282
B*35:12 | C*04:01 | A*02:01 0.0517 6.3E-24 | 168 89 990 2002 0.0791 | 0.3564 0.0517 0.0282
A*68:03 | C*07:02 | B*39:05 0.0468 2.8E-67 | 152 207 185 2705 0.1105 | 0.1037 0.0468 0.0115
A*24:02 | B*39:06 | C*03:05 0.0400 1.5E-26 | 130 770 81 2268 0.277 0.0649 0.04 0.018
A*24:02 | B*40:02 | C*03:05 0.0400 1.5E-26 | 130 770 81 2268 0.277 0.0649 0.04 0.018
A*01:01 | B*57:01 | C*07:01 0.0369 1.7E-38 | 120 148 334 2647 0.0825 | 0.1397 0.0369 0.0115
A*02:01 | B*35:17 | C*03:03 0.0314 3.5E-07 | 102 1056 90 2001 0.3564 | 0.0591 0.0314 0.0211
A*02:01 | B*44:02 | C*03:03 0.0314 3.5E-07 | 102 1056 90 2001 0.3564 | 0.0591 0.0314 0.0211
B*39:06 | C*07:02 | A*24:02 0.0299 2.2E-26 | 97 41 803 2308 0.0425 0.277 0.0299 0.0118
A*02:06 | C*08:01 | B*39:05 0.0280 3.1E-13| 91 333 246 2579 0.1305 | 0.1037 0.028 0.0135
A*29:02 | B*44:03 | C*16:01 0.0274 4.3E-68| 89 71 131 2958 0.0492 | 0.0677 0.0274 0.0033
B*07:02 | C*04:01 | A*03:01 0.0265 7.1E-29 | 86 189 207 2767 0.0846 | 0.0902 0.0265 0.0076
B*07:02 | C*07:02 | A*03:01 0.0265 7.1E-29 | 86 189 207 2767 0.0846 | 0.0902 0.0265 0.0076
B*07:02 | C*15:05 | A*03:01 0.0265 7.1E-29| 86 189 207 2767 0.0846 | 0.0902 0.0265 0.0076
B*44:03 | C*07:02 | A*29:02 0.0249 4.3E-58| 81 133 79 2956 0.0659 | 0.0492 0.0249 0.0032
B*35:17 | C*04:01 | A*02:01 0.0237 1.3E-06 | 77 62 1081 2029 0.0428 | 0.3564 0.0237 0.0152
A*01:01 | C*06:02 | B*08:01 0.0222 3.3E-40| 72 196 82 2899 0.0825 | 0.0474 0.0222 0.0039
A*01:01 | C*07:01 | B*08:01 0.0222 3.3E-40| 72 196 82 2899 0.0825 | 0.0474 0.0222 0.0039
A*01:01 | C*07:02 | B*08:01 0.0222 3.3E-40| 72 196 82 2899 0.0825 | 0.0474 0.0222 0.0039
B*14:02 | C*07:02 | A*33:01 0.0191 2.3E-51| 62 122 50 3015 0.0566 | 0.0345 0.0191 0.002
A*33:01 | C*08:02 | B*14:02 0.0191 2.3E-51| 62 50 122 3015 0.0345 | 0.0566 0.0191 0.002
B*44:02 | C*05:01 | A*02:01 0.0188 4.0E-07| 61 40 1097 2051 0.0311 | 0.3564 0.0188 0.0111
B*15:15 | C*01:02 | A*02:01 0.0179 1.1E-13| 58 17 1100 2074 0.0231 | 0.3564 0.0179 0.0082
A*02:01 | C*03:03 | B*15:15 0.0179 1.1E-13| 58 1100 17 2074 0.3564 | 0.0231 0.0179 0.0082
A*30:01 | B*13:02 | C*17:01 0.0139 7.3E-35| 45 101 62 3041 0.0449 | 0.0329 0.0139 0.0015
A*30:01 | B*42:01 | C*17:01 0.0139 7.3E-35| 45 101 62 3041 0.0449 | 0.0329 0.0139 0.0015
A*30:02 | B*18:01 | C*05:01 0.0126 5.0E-16 | 41 129 151 2928 0.0523 | 0.0591 0.0126 0.0031
B*39:08 | C*07:17 | A*02:06 0.0123 2.7E-11| 40 64 384 2761 0.032 0.1305 0.0123 0.0042
A*02:06 | C*08:01 | B*39:08 0.0123 2.7E-11| 40 384 64 2761 0.1305 0.032 0.0123 0.0042
A*24:02 | B*39:06 | C*06:02 0.0123 3.8E-06| 40 860 215 2134 0.277 0.0785 0.0123 0.0217
A*24:02 | B*40:02 | C*06:02 0.0123 3.8E-06| 40 860 215 2134 0.277 0.0785 0.0123 0.0217
B*35:43 | C*01:02 | A*68:03 0.0120 7.5E-09 | 39 98 320 2792 0.0422 | 0.1105 0.012 0.0047
A*02:05 | B*50:01 | C*07:01 0.0117 6.1E-15| 38 35 416 2760 0.0225 | 0.1397 0.0117 0.0031
A*02:05 | B*58:01 | C*07:01 0.0117 6.1E-15| 38 35 416 2760 0.0225 | 0.1397 0.0117 0.0031
A*23:01 | B*49:01 | C*06:02 0.0108 2.3E-07| 35 146 220 2848 0.0557 | 0.0785 0.0108 0.0044
A*26:01 | C*12:03 | B*38:01 0.0108 3.1E-24| 35 109 63 3042 0.0443 | 0.0302 0.0108 0.0013
A*30:02 | C*07:02 | B*18:01 0.0105 2.0E-14| 34 136 113 2966 0.0523 | 0.0452 0.0105 0.0024
B*18:01 | C*12:03 | A*30:02 0.0105 2.0E-14| 34 113 136 2966 0.0452 | 0.0523 0.0105 0.0024
A*30:01 | C*06:02 | B*13:02 0.0102 4.8E-29| 33 113 31 3072 0.0449 | 0.0197 0.0102 0.0009
B*57:01 | C*06:02 | A*01:01 0.0095 8.6E-20| 31 26 237 2955 0.0175 | 0.0825 0.0095 0.0014
A*01:01 | C*07:02 | B*57:01 0.0095 8.6E-20| 31 237 26 2955 0.0825 | 0.0175 0.0095 0.0014
B*15:03 | C*02:02 | A*23:01 0.0095 19E-16| 31 68 150 3000 0.0305 | 0.0557 0.0095 0.0017
B*15:03 | C*02:10 | A*23:01 0.0095 19E-16| 31 68 150 3000 0.0305 | 0.0557 0.0095 0.0017
A*23:01 | C*06:02 | B*15:03 0.0095 19E-16| 31 150 68 3000 0.0557 | 0.0305 0.0095 0.0017
B*53:01 | C*04:01 | A*68:02 0.0083 3.2E-14| 27 98 98 3026 0.0385 | 0.0385 0.0083 0.0015
A*30:01 | C*06:02 | B*42:01 0.0080 3.5E-26 | 26 120 15 3088 0.0449 | 0.0126 0.008 0.0006
A*68:02 | B*15:10 | C*08:02 0.0077 3.2E-06| 25 100 218 2906 0.0385 | 0.0748 0.0077 0.0029
A*68:02 | B*53:01 | C*08:02 0.0077 3.2E-06| 25 100 218 2906 0.0385 | 0.0748 0.0077 0.0029
A*68:03 | B*35:43 | C*07:01 0.0071 3.4E-06| 23 336 431 2459 0.1105 | 0.1397 0.0071 0.0154
A*68:03 | B*39:05 | C*07:01 0.0071 3.4E-06| 23 336 431 2459 0.1105 | 0.1397 0.0071 0.0154
A*25:01 | B*18:01 | C*12:03 0.0068 9.7E-17 | 22 22 164 3041 0.0135 | 0.0572 0.0068 0.0008
B*14:02 | C*07:02 | A*68:02 0.0068 1.1E-06 | 22 162 103 2962 0.0566 | 0.0385 0.0068 0.0022
B*14:02 | C*08:02 | A*68:02 0.0068 1.1E-06 | 22 162 103 2962 0.0566 | 0.0385 0.0068 0.0022
B*49:01 | C*04:01 | A*23:01 0.0062 3.1E-07| 20 80 161 2988 0.0308 | 0.0557 0.0062 0.0017
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B*49:01 | C*07:01 | A*23:01 0.0062 3.1E-07| 20 80 161 2988 0.0308 | 0.0557 0.0062 0.0017
B*18:01 | C*05:01 | A*25:01 0.0062 2.5E-16 | 20 127 24 3078 0.0452 | 0.0135 0.0062 0.0006
A*23:01 | B*39:05 | C*02:10 0.0058 4.1E-11| 19 162 37 3031 0.0557 | 0.0172 0.0058 0.001
A*23:01 | B*49:01 | C*02:10 0.0058 4.1E-11| 19 162 37 3031 0.0557 | 0.0172 0.0058 0.001
B*41:01 | C*07:01 | A*02:05 0.0049 6.6E-16 | 16 31 57 3145 0.0145 | 0.0225 0.0049 0.0003
B*41:01 | C*17:01 | A*02:05 0.0049 6.6E-16 | 16 31 57 3145 0.0145 | 0.0225 0.0049 0.0003
B*15:10 | C*03:04 | A*68:02 0.0049 2.0E-11| 16 35 109 3089 0.0157 | 0.0385 0.0049 0.0006
B*15:03 | C*02:02 | A*74:01 0.0043 6.6E-11| 14 85 35 3115 0.0305 | 0.0151 0.0043 0.0005
A*74:01 | C*02:10 | B*15:03 0.0043 6.6E-11| 14 35 85 3115 0.0151 | 0.0305 0.0043 0.0005
A*33:03 | B*58:01 | C*03:02 0.0040 1.3E-11| 13 37 57 3142 0.0154 | 0.0215 0.004 0.0003
B*51:02 | C*08:01 | A*31:01 0.0037 1.0E-06| 12 10 363 2864 0.0068 | 0.1154 0.0037 0.0008
B*58:01 | C*03:02 | A*02:05 0.0034 1.7E-06 | 11 73 62 3103 0.0259 | 0.0225 0.0034 0.0006
B*14:01 | C*08:02 | A*32:01 0.0034 3.8E-06| 11 49 100 3089 0.0185 | 0.0342 0.0034 0.0006
B*53:01 | C*04:01 | A*36:01 0.0034 45E-11| 11 114 10 3114 0.0385 | 0.0065 0.0034 0.0002
B*58:01 | C*07:01 | A*33:03 0.0031 3.4E-07| 10 74 40 3125 0.0259 | 0.0154 0.0031 0.0004
B*50:01 | C*06:02 | A*02:05 0.0028 1.4E-07 9 31 64 3145 0.0123 | 0.0225 0.0028 0.0003
B*39:05 | C*07:02 | A*03:01 0.0025 5.4E-07 8 329 285 2627 0.1037 | 0.0902 0.0025 0.0094
B*48:01 | C*08:01 | A*24:25 0.0025 6.0E-07 8 127 12 3102 0.0416 | 0.0062 0.0025 0.0003
B*48:01 | C*08:03 | A*24:25 0.0025 6.0E-07 8 127 12 3102 0.0416 | 0.0062 0.0025 0.0003
B*49:01 | C*04:01 | A*01:02 0.0018 2.0E-08 6 94 2 3147 0.0308 | 0.0025 0.0018 0.0001
B*49:01 | C*07:01 | A*01:02 0.0018 2.0E-08 6 94 2 3147 0.0308 | 0.0025 0.0018 0.0001
B*55:01 | C*03:03 | A*69:01 0.0018 1.7E-10 6 28 4 3211 0.0105 | 0.0031 0.0018 0

B*39:05 | C*07:02 | A*11:01 0.0009 8.6E-07 3 334 194 2718 0.1037 | 0.0606 0.0009 0.0063
A*23:01 | C*06:02 | B*39:05 0.0003 5.2E-08 1 180 336 2732 0.0557 | 0.1037 0.0003 0.0058
B*39:05 | C*07:02 | A*23:01 0.0003 5.2E-08 1 336 180 2732 0.1037 | 0.0557 0.0003 0.0058
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Tabla Suplementaria S8. Comparacion de analisis univariables utilizando la prueba U de Mann-Whitney y regresion lineal (Modelo Lineal Generalizado, GLM) en la cohorte MEX/CAM y en las cohortes individuales.
Las asociaciones entre la expresion de los alelos HLA de clase | (HLA-A, B y C, frecuencia igual o >5) y los 5 parametros clinicos de VIH (CVp, conteo de CD4, Z-score, %CD4 y el cociente CD4/CD8) fueron investigadas en
individuos infectados por VIH-1 subtipo B virgenes a TAR de la cohorte combinada MEX/CAM (tabla superior) y de las cohortes individuales (tablas inferiores). Las asociaciones fueron evaluadas empleando dos pruebas
estadisticas distintas: la prueba U de Mann-Whitney (U de MW en la tabla) y mediante regresion lineal (Modelo Lineal Generalizado o GLM, por sus siglas en inglés). Las multiples comparaciones fueron abordadas con
valores g. Los valores p<0.05 y g<0.2 significativos se muestran en negritas. Para GLM, se muestran los coeficientes y los intervalos de confianza de 95% (IC 95%).

And

IVARIABLE de la cohorte combinada MEX/CAM

21,

3)

Score HLA-VIH Carga Viral de VIH en plasma (CVp) Conteo de T CD4 Z-score Porcentaje de T CD4 Cociente CD4/CD8
basadoen5 |Score HLA-VIH| Asociaciones HLA Asociaciones HLA
parametros basadoen2 | con la prueba U de |con el Modelo Linear
Resultado (Cvp, CD4, Z- pardmetros Mann-Whitney (e, | Generalizado o GLM | Prueba U de MW Regresion Lineal GLM Prueba U de MW/ Regresién Lineal GLM Prueba U de MW Regresioén Lineal GLM Prueba U de MW Regresién Lineal GLM Prueba U de MW/ Regresion Lineal GLM
ala Ao | N | seore %CD4, | (CVp, CDA) p<0.05 & ¢<0.2) (e, p<0.05 & g<0.2)
progresion CD4/CD8)
por Ik alo|® slol2l a |l el a| e | 2] « | al|l el ol ] « [ 2]ec|lalecl|lt| « |alecl|lalec|lt| « |[2]c|]alecl|i| =«
e am| Vo o $1318(8(3|8(8(8(8IS 2| 2| 2|8 g sl s8] 2 g sl s8¢ g Fls| 5|58 g sl x| s ]8 &
Mw o Mw SIAIRIBIC(C|SI®I8 2| s || g ¢ [l |=|sS|% | ¢ |=|s|s|8|%| ¢ ||| |%) ¢ |=|/s|s8|8|%| ¢«
3 3 3 3 38
A*02:05 | 71 4 3 1 1 . o | e AEAK) 9.5E-02 [2.76-01 | 7.1E-02 | 2.56-01 | -0.215(-0.449 | 0.018 | 3.0E-04 | 5.8E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 150.229 | 84.391 |216.067 2.0E-03 | 2.4E-02 | 1.0E-05 | 1.6E-04| 0.386 | 0.179 | 0.592 | 9.6E-03 | 7.0E-02 | 1.6E-02 [ 1.0E-01 | 2.921 | 0.543 | 5.299 | 2.4E-02|1.3E-01|1.7E-01|3.9E-01| 0.057 |-0.025 | 0.139
A*03:01 | 299 4 3 1 1 . o | e oo e 9.2€E-02 | 2.7E-01[8.7E-02 | 2.8€-01|-0.105 | -0.225 | 0.015 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 73.498 | 39.441 |107.555|2.0E-04 |4.1E-03 [1.0E-03 | 1.2E-02 0.188 | 0.081 | 0.294 | 9.1E-03 | 6.8E-02 | 9.0E-03 | 6.6E-02| 1.652 | 0.419 | 2.886 | 8.0E-03 |6.3E-02 | 5.0E-02 |2.1E-01| 0.042 | 0.000 | 0.083
A*11:01 | 202 4 4 1 1 o o e . e | o | 53E-02|2.0E-01)|1.6E-01[3.7E-01|-0.104 [-0.248 | 0.040 | 3.0E-02 | 1.4E-01 [4.0E-03 | 3.6E-02| 59.250 | 18.709 | 99.791 |1.3E-02|8.4E-02|1.6E-02|1.0E-01| 0.155 | 0.028 | 0.282 | 8.5E-03 | 6.6E-02 | 9.0E-03 | 6.6E-02 | 1.953 | 0.492 | 3.415 | 6.8E-03 [ 5.7E-02 | 3.5E-02 [ 1.7E-01 | 0.053 | 0.004 | 0.103
A*25:01 | 44 3 3 1 1 . o | e . e | e | 3.76-01 |5.0E-015.3E-01 | 6.2E-01|-0.095 [-0.390| 0.201 | 2.5€-02 | 1.3E-01 [ 1.8E-02 | 1.1E-01 | 100.271 | 17.389 |183.153|6.9E-02|2.3E-018.7E-02|2.8E-01| 0.226 |-0.033 | 0.486 | 2.2E-02 | 1.2E-01 | 2.7E-02 | 1.4E-01 | 3.367 | 0.380 | 6.355 | 1.1E-02 | 7.8E-02 | 1.3E-02 [ 8.5E-02 | 0.127 | 0.027 | 0.228
A*26:01 | 143 2 2 1 1 o | e o | e 6.1E-02 | 2.1E-01 | 6.6E-02 | 2.4E-01|-0.157|-0.324 | 0.010 | 2.2E-02 | 1. 1|3.0E-03 | 2.9E-02| 70.307 | 23.448 |117.166|1.6E-02 [9.8E-02 | 6.0E-03 | 5.0E-02 | 0.204 | 0.057 | 0.351 | 7.1E-02 | 2.3E-01 | 1.1E-01 | 3.1E-01| 1.386 | -0.310 | 3.083 | 1.8E-01|3.7E-01 |3.9E-01 | 5.4E-01| 0.025 |-0.032 | 0.082
A*30:02 | 171 2 2 1 1 . . . . 1.0E-04 | 2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -0.356 [ -0.509 | -0.203| 5.1E-02 | 2.0E-01 | 8.4E-02| 2.7E-01 | 38.079 | -5.107 | 81.264 |1.2E-03 |1.6E-02 [ 1.0E-05|1.6E-04 | 0.247 | 0.112 | 0.382 | 4.2E-01 | 5.2E-01 | 2.6E-01 | 4.4E-01| 0.909 | -0.657 | 2.474 | 2.1E-01|4.0E-01 | 7.2E-02 | 2.5E-01 | 0.049 |-0.004 | 0.102
A*80:01 8 0 3 0 0 e | e | o |2.1E-01[4.0E-01|4.7E-02 [2.0E-01|-0.697 | -1.385|-0.008] 2.1E-01 | 4.0E-01 | 1.1E-01 [ 3.1E-01| 158.945 | -34.409 [352.298| 1.9E-01 | 3.8€-01 | 4.0E-02 [ 1.8E-01 | 0.635 | 0.030 | 1.240 | 1.0E-01|2.9E-01 | 3.5E-02 | 1.7E-01| 7.496 | 0.530 |14.463|8.5E-022.5E-01|2.0E-03|2.1E-02 | 0.375 | 0.140 | 0.610
B*07:02 | 301 1 0 1 0 . 5.1E-01 | 5.7E-01 | 4.3E-01|5.7E-01|-0.049 [ -0.172 | 0.074 | 3.3E-02 | 1.5E-01 | 6.1E-02| 2.3E-01 | 33.283 | -1.597 | 68.163 | 1.2E-013.0E-01[1.4E-013.5E-01 0.083 |-0.026 | 0.192 | 2.7E-01 [4.5E-01|4.9E-01 | 6.0E-01| 0.443 | -0.819 | 1.705 | 5.2E-01|5.7E-01|9.7E-01 | 7.4E-01|-0.001 | -0.044 | 0.042
B*14:02 | 189 5 5 2 2 eo|(e e e oo e e | e e|30E03|3.1E-02(3.06-03|2.9E-02|-0.228(-0.377|-0.079| 3.0E-04 | 5.8E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 100.908 | 59.108 |142.708|1.0E-04 |2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04| 0.298 | 0.167 | 0.429 | 5.3E-03 | 4.7E-02 | 2.0E-03 [ 2.1E-02 | 2.414 | 0.896 | 3.931 |2.6E-02|1.3E-01|2.7E-02|1.4E-01| 0.058 | 0.007 | 0.110
B*15:10 | 52 0 1 0 1 . 5.1E-02 | 1.9E-01 | 8.0E-03 | 6.2E-02 | -0.371 | -0.646 7.0E-01(6.4E-01|7.9E-01|7.0E-01| 10.487 | -66.662 | 87.636 | 2.1E-01[4.1E-01|9.7E-02 | 2.9E-01 | 0.205 |-0.037| 0.446 | 9.3E-01|7.1€-01|9.4E-01|7.3E-01| -0.110 | -2.890 | 2.671 | 7.2E-01|6.4E-01 | 7.3E-01 | 6.8E-01| 0.017 [-0.078| 0.112
=z B*15:39 | 8 2 5 1 2 . . e | e e | e | e |52E-03(4.76-02|1.0E-05|1.6E-04|-1.241|-1.929 9.1E-02(2.7E-01|2.7E-02 | 1.4E-01 | 217.571 | 24.266 |410.877|1.2E-02 |7.9E-02 | 1.0E-03 | 1.2E-02| 1.014 | 0.409 | 1.619 | 1.5E-01|3.4€-01|2.1E-02|1.2E-01| 8.191 | 1.225 [15.158]1.0€-01|2.9E-01 | 2.5E-02 |1.4E-01| 0.270 | 0.035 | 0.505
'g B*27:05 | 65 5 5 2 2 e| e e e |e|e e e e e Aa0E04|7.1E-03(1.0E-05|1.6E-04|-0.516|-0.763 1.0E-05 | 3. -04 [ 1.0E-05 | 1.6E-04 | 201.568 | 132.376 |270.759 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 0.620 | 0.404 | 0.837 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 7.479 | 4.986 | 9.972 | 1.0E-05 | 3.2E-04 1.6E-04| 0.232 | 0.148 | 0.316
S B*39:02 | 98 2 2 0 0 o | e e | o | 1.9E-01|3.8E-011.8E-01|3.9€-01|-0.139(-0.340 2.6E-01|4.4E-01|5.7E-01|6.3E-01| 16.413 | -40.517 | 73.343 | 1.5€-01|3.4E-013.2E-01|5.0E-01| 0.090 |-0.089| 0.268 | 2.7E-02 | 1.3E-01 [ 2.1E-02 | 1.2E-01| 2.423 | 0.362 | 4.484 | 1.7E-02 [ 1.0E-01 | 5.0E-03 [4.4E-02| 0.101 | 0.031 | 0.171
’5 B*40:05 | 18 2 1 1 1 . . . 6.8E-01 | 6.3E-01 [ 5.3E-01 | 6.2E-01 | 0.147 |-0.313 9.1E-03 | 6.8E-02 | 3.4E-02 | 1.7E-01 | 139.393 | 10.309 |268.477|1.6E-01[3.5E-01|4.0E-01|5.5E-01 0.175 |-0.230 0.579 | 4.0E-02 | 1.7E-01 | 7.8E-02 | 2.6E-01| 4.190 | -0.463 | 8.844 | 1.1E-01|2.9E-01 | 3.5E-01|5.1E-01| 0.075 [-0.082 | 0.232
g B*40:06 | 8 2 2 1 1 o | e o | e 1.1E-01 [ 3.0E-01|9.6E-02 | 2.9E-01 [-0.627 | -1.363 1.4E-02 | 9.1E-02 | 6.0E-03 | 5.0E-02 | 288.136 | 81.602 [494.670]9.9E-03|7.1E-02 |1.2E-02|8.2E-02| 0.831 | 0.184 | 1.478 | 5.9E-02 | 2.1E-01[1.1E-013.1E-01 6.142 | -1.308 | 13.591)5.5E-02 [ 2.0E-01 | 2.8E-01 [4.7E-01| 0.138 |-0.114| 0.389
K] B*42:01 | 42 4 5 1 2 o | o o /o] e | e e e | e |56E02[20E01]|4.2E-02(1.9E-01(-0.318/-0.624 3.1E-02 (1.5E-01|2.7E-02 | 1.4E-01| 98.028 | 11.135 |184.920| 1.0E-02 | 7.4E-02 | 1.3E-02 | 8.5E-02 | 0.346 | 0.074 | 0.618 | 1.1E-03 | 1.5E-02 | 1.0E-03 [ 1.2E-02| 5.555 | 2.427 | 8.683 | 2.0E-04 |4.1E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04| 0.204 | 0.097 | 0.311
E B*44:03 | 221 1 1 0 0 . e | 6.56-01 | 6.2E-01|6.1E-01|6.5E-01|-0.036 | -0.175 3.76-01[5.0E-01 [3.1E-01 [4.9E-01 | 20.440 | -18.938 | 59.819 |3.9E-01|5.1E-01|3.1E-01|4.9E-01 | 0.064 |-0.059| 0.187 | 2.1E-01 [4.0E-01 | 1.7€-01| 3.8€-01| 0.997 | -0.425 | 2.419 | 4.6E-02 | 1.8E-01 | 2.7E-02 [ 1.4E-01 | 0.054 | 0.006 | 0.102
5‘ B*50:01 | 40 0 1 0 1 . 4.7€-01 [ 5.5E-01|3.5E-015.1E-01[-0.149|-0.459 7.5E-02(2.4E-01|2.7E-02 | 1.4E-01| 98.365 | 11.473 |185.257|1.7E-01[3.7E-01|7.1E-02 | 2.5E-01 | 0.251 |-0.022| 0.523 | 3.2E-01 [4.7€-01 | 2.4E-01|4.4E-01| 1.864 | -1.270 | 4.997 | 3.6E-01|4.9E-01|1.7E-01|3.8€-01| 0.076 [-0.031| 0.183
T B*57:01 | 61 5 5 2 2 e e e e |e|e e e e ) 10E04)|23E-03|1.0E-05]|1.6E-04(-0.644|-0.906 1.7E-03 | 2.1E-02 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 142.792 | 68.620 [216.963|1.0E-04|2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04| 0.582 | 0.350 | 0.814 | 1.0E-04 | 2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 5.886 | 3.215 | 8.558 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 [ 1.6E-04 | 0.244 | 0.154 | 0.334
ﬁ 2 2 0 0 o | e e | e | 2.4E-01 |4.3E-01| 1.6E-01 [ 3.8E-01|-0.525[-1.262 1.1E-01)2.9€-01|7.3E-02 | 2.5E-01 | 188.916 | -17.758 [395.590) 1.3E-01|3.2E-01 | 6.8E-02 | 2.5E-01| 0.602 |-0.045| 1.249 | 1.4E-02 |9.1E-02 | 1.0E-05 | 1.6E-04 [ 13.301 | 5.863 |20.739)2.4E-02 |1.3E-01 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 0.805 | 0.535 | 1.075
.g 5 5 2 2 e e (e e|e|e e e e e|10E05 1.6E-04|-0.895(-1.229 3.4E-03 [ 3.4E-02 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 180.544 | 85.120 |275.968 1.0E-05 |3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 0.779 | 0.481 | 1.077 | 8.5E-03 | 6.6E-02 | 8.0E-03 | 6.2E-02 | 4.683 | 1.240 | 8.126 | 2.6E-03 | 2.8l 1.6E-04| 0.224 | 0.108 | 0.340
.g 2 0 1 0 . . 3.5E-02 | 1.6E-01 | 5.6E-02 [ 2.3E-01-0.211|-0.428 6.1E-02|2.1E-01 | 1.2E-01|3.2E-01| 48.329 | -12.437 [109.096/ 3.2E-02 | 1.5E-01 (4.8E-02 | 2.0E-01| 0.192 | 0.002 | 0.382 | 1.3E-01|3.1E-01[2.3E-01|4.3E-01 1.336 | -0.854 | 3.527 | 2.0E-01[3.9€-01|7.1E-01 [ 6.8E-01| 0.014 |-0.060 | 0.089
E 2 0 1 0 . . 1.9E-02 | 1.1E-01 [4.9E-02 | 2.1E-01|-0.489 [-0.977 1.7E-01)3.7E-01 [ 4.1E-01|5.5E-01| 57.736 | -79.218 [194.689]4.2E-02|1.7E-01 | 1.1E-01|3.1E-01| 0.349 |-0.080| 0.778 | 6.7E-01 | 6.2E-01 | 7.3E-01 | 6.9E-01 | 0.865 | -4.072 | 5.801 | 3.3E-01[4.8E-01|6.8E-01 [6.7E-01| 0.035 [-0.132| 0.202
5 5 2 2 o|o (o o |o| e e e e e|20E02|11E-01[1.2E-02|8.2E-02(-0.205|-0.365 3.4E-02 | 1.5E-01|3.3E-02 | 1.6E-01| 48.902 3.883 | 93.921 |1.6E-02|9.8E-02 | 8.0E-03 | 6.2E-02 0.191 | 0.050 | 0.332 | 1.2E-02 | 8.0E-02 | 9.0E-03 | 6.6E-02 | 2.178 | 0.553 | 3.803 | 1.7E-03 | 2.1E-02 | 3.0E-03 [ 2.9E-02 | 0.084 | 0.029 | 0.138
1 0 1 0 . 4.5E-02 | 1.8E-01|9.4E-02|2.9E-01(-0.201|-0.437 1.6E-01[3.6E-01 [4.2E-01 [5.6E-01| 27.609 | -38.960 | 94.178 |6.1E-02|2.1E-01|2.3E-01[4.3E-01| 0.129 |-0.079 0.338 | 3.7E-01 | 5.0E-01 | 5.3E-01| 6.2€-01| 0.766 | -1.637 | 3.170 | 4.0E-01|5.2E-01 [9.3E-01 [ 7.3E-01 [-0.004 | -0.085| 0.078
1 1 1 1 . . 4.2€-02 1.7€-01 | 3.5E-02 | 1.7E-01 | -0.150 | -0.289 5.1E-01)5.7E-01 | 4.3E-01|5.7E-01 | -15.664 | -54.811 | 23.483 | 3.0E-01|4.6E-014.2E-01|5.6E-01| 0.050 |-0.072| 0.173 | 5.8E-01 | 6.0E-01 [4.2E-01 | 5.6E-01 | -0.586 | -2.000 | 0.827 |5.2E-01[5.7E-01|7.0E-01 [ 6.8E-01|-0.009 | -0.057 | 0.038
1 2 0 0 . e | o | 2.36-01 |4.2E-01 | 4.6E-01 | 5.8E-01|-0.060 | -0.219 3.0E-01)4.6E-01[2.2E-01|4.3E-01| 28.129 | -16.775 | 73.032 | 2.4E-01|4.3E-01|2.8E-01|4.6E-01| 0.078 |-0.063 | 0.218 | 2.6E-02 | 1.3E-01 [ 1.0E-02 | 7.2E-02 | 2.126 | 0.506 | 3.746 | 1.3E-01[3.2€-01|2.3E-02 [1.3E-01| 0.064 | 0.009 | 0.119
5 4 2 2 e e e e|e|e e e e 2.1E-03 | 2.4E-02 | 3.0E-03 | 2.9E-02 | -0.198 | -0.329 1.0E-04 | 2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 90.895 | 53.873 [127.918]1.0E-04|2.3E-03 | 1.0E-05 E-04 | 0.265 | 0.148 | 0.381 | 4.7E-03 | 4.3E-02 | 2.0E-03 | 2.1E-02| 2.174 | 0.827 | 3.522 | 4.9E-02|1.9E-01|5.2E-02|2.1E-01 | 0.045 | 0.000 | 0.091
1 1 1 1 . 2.8E-02 | 1.4E-01 | 3.6E-02 | 1.7E-01 | -0.260 | -0.502 4.8E-015.5E-01|3.4E-01 | 5.1E-01| 33.420 | -34.609 | 101.450) 1.0E-01 | 2.9E-01|8.1E-02 | 2.7E-01 0.189 |-0.024 2.4E-01|4.3E-01 | 2.1E-01|4.2E-01 1.555 | -0.901 | 4.011 | 2.5E-01[4.3E-01|1.8E-01 3.9E-01| 0.057 |-0.026| 0.140
3 3 1 1 (EEAK) [AERK] 8.8E-02 | 2.6E-01 [ 5.5E-02 | 2.2E-01 |-0.145|-0.293 2.4E-03 [ 2.7E-02 | 1.0E-03 | 1.2E-02 | 71.070 | 29.487 |112.652|7.8E-03 |6.2E-02|3.0E-03 | 2.9E-02 | 0.201 | 0.070 3.8€-02|1.7E-01 | 2.1E-02 | 1.2E-01| 1.769 | 0.267 | 3.272 | 1.0E-01[2.8E-01|6.0E-02 [ 2.3E-01| 0.049 |-0.002 | 0.099
3 3 2 2 LEEAK) [AEAK] 1.7E-02 | 1.0E-01 | 2.8E-02 | 1.5E-01 | -0.296 | -0.561 1.4E-02 | 9.1E-02 | 6.0E-03 | 5.0E-02 | 103.269 | 28.956 [177.583|4.6E-03|4.2E-02 | 5.0E-03 |4.4E-02| 0.333 | 0.100 6.4E-02 | 2.2E-01 | 5.5E-02 | 2.2E-01 2.624 | -0.061 | 5.308 | 1.2E-01[3.0E-01|1.6E-01[3.8E-01 0.065 [-0.026| 0.155
1 2 1 1 . . . 2.3E-02 | 1.3E-01 | 1.7E-02 | 1.0E-01 | -0.970 | -1.766 2.9E-01|4.6E-01[1.7E-01|3.8E-01| 157.495 | -65.940 |380.930)5.7E-02|2.1E-013.1E-02|1.6E-01| 0.770 | 0.070 3.2E-01|4.7E-01[1.7€-01|3.9E-01 | 5.633 | -2.434 |13.700] 2.9E-01 [4.6E-01 | 1.3E-01 [ 3.4E-01| 0.211 |-0.062 | 0.483
3 2 1 1 . o | e . . 6.2E-01 [ 6.1E-01 [4.0E-01 | 5.56-01 | -0.082 [-0.276 3.2E-02 | 1.5E-01|3.1E-02| 1.6E-01| 59.912 5.414 [114.410f1.3E-01|3.1E-01[8.3E-02 [2.7E-01 [ 0.151 |-0.020 2.5E-02|1.3E-01|3.3E-021.6E-01 2.141 | 0.173 | 4.109 | 1.3E-02 | 8.6E-02 | 6.5E-02 | 2.4E-01| 0.063 |-0.004 | 0.130
5 5 2 2 e | oo e |e| e e o e  o)|10E05]|3.26-04|1.0E-05]|1.6E-04(-0.775|-1.096 4.0E-04(7.1E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 170.966 | 79.479 |262.454| 1.0E-05 |3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | 0.699 | 0.413 3.4E-03 | 3.4E-02 | 1.0E-03 | 1.2E-02 5.675 | 2.371 | 8.979 | 5.0E-04 | 8.4E-03 | 1.0E-05 [ 1.6E-04 | 0.314 | 0.201 | 0.427
-1 -1 -1 -1 ] e . 1.4E-02 | 9.1E-02 [ 2.2E-02 | 1.2E-01| 0.801 | 0.113 4.2E-015.2E-01|4.4E-01 | 5.8E-01| -76.012 |-269.427|117.404| 7.1E-02 | 2.3E-01 | 8.0E-02 | 2.7E-01|-0.541 |-1.146 4.9E-015.6E-01 | 5.3E-01|6.2E-01 -2.262 | -9.233 | 4.709 | 1.2E-01[3.0E-01|2.7E-01 [4.5E-01|-0.143|-0.394 | 0.109
-2 -2 -1 -1 . . o | e 3.0E-01 |4.6E-01 | 1.4E-01|3.5E-01| 0.054 [-0.017 2.1E-02 | 1.2E-01|9.0E-03 | 6.6E-02 | -27.193 | -47.460 | -6.926 | 5.0E-02 [1.9E-01|1.8E-02|1.1E-01|-0.077 [-0.140 1.3E-01[3.1€-01 | 1.5E-01 [ 3.6E-01| -0.544 | -1.276 | 0.189 | 4.2E-02|1.7E-01 | 1.2E-01 | 3.2E-01|-0.020 | -0.045 | 0.005
-1 -2 -1 -1 . . e | 4.86-01)5.6E-01(8.7E-01|7.1E-01(-0.009 | -0.110 3.9E-02 | 1.7E-01 | 6.0E-03 | 5.0E-02 | -40.022 | -68.801 |-11.243|4.7€-01[5.5€-01 | 1.5€-01 | 3.6E-01|-0.067 [-0.157 2.9E-01|4.6E-01|1.9E-01|4.0E-01(-0.704 | -1.743 | 0.336 | 1.2€-013.1E-01 | 1.6E-02 | 1.0E-01|-0.043 | -0.078 [-0.008
-2 -2 -1 -l ] e . . . 2.4E-03 | 2.7E-02 [ 1.3E-02 | 8.5E-02| 0.097 | 0.021 1.7€-01|3.7E-01|6.7E-02 | 2.5E-01| -20.214 | -41.837 | 1.409 |1.6E-02|9.8E-02|1.6E-02[1.0E-01)-0.083[-0.151 6.7E-01|6.2E-01 | 9.5E-01|7.3E-01 0.024 | -0.757 | 0.806 | 1.8E-01[3.7E-01|6.2E-01 | 6.5E-01| 0.007 |-0.020| 0.033
o -5 -5 -2 -2|e|e (e |e|e|e e e | e e |90E04)1.3E-02(2.0E-03|2.1E-02| 0.168 | 0.061 7.7E-03 [ 6.1E-02 | 1.0E-02 | 7.2E-02 | -40.226 | -70.682 | -9.770 | 8.0E-04 |1.2E-02|1.0E-03 | 1.2E-02|-0.163 | -0.258 2.0E-02 | 1.2E-01 | 1.6E-02 | 1.0E-01 | -1.349 | -2.447 | -0.251 ] 9.3E-03 | 6.9E-02 | 4.3E-02 [ 1.9E-01 | -0.039-0.076 | -0.001
8 -5 -5 -2 -2|e|e (e |e|e|e e e | e  o|79E03)6.2E-02(1.1E-02|7.7E-02|0.142 | 0.032 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -63.002 | -93.901 [-32.103 | 1.0E-04 | 2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -0.183 | -0.280 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -2.789 | -3.904 | -1.673 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 [ 1.6E-04 | -0.088 [ -0.126 | -0.050
E -2 0 0 0 o | e 3.7E-01 | 5.0E-01 [ 4.4E-01 | 5.8€-01 0.100 [-0.156 2.7E-01|4.5E-01 | 4.5E-01 | 5.8€-01| -27.538 | -99.344 | 44.268 | 2.9E-01|4.6E-01 | 3.8E-01 | 5.3E-01-0.101 | -0.325 3.8E-02 | 1.6E-01 | 6.0E-02 | 2.3E-01 [ -2.503 | -5.112 | 0.105 | 2.5E-02 1. 4.1E-01-0.058-0.147 | 0.031
3 -1 0 0 0 . 1.2E-01 [3.1E-01|1.7E-013.8E-01 0.174 | -0.072 1.0E-01|2.8E-012.4E-01|4.4E-01| -41.254 |-110.254 | 27.746 | 7.7E-02 | 2.4E-01 | 1.4E-01 | 3.5E-01|-0.163 [-0.379 5.8E-022.1E-01|1.1E-013.1E-01 -2.041 | -4.527 | 0.446 | 4.4E-02 [1.8E-01 | 1.5E-01 [3.6E-01|-0.062 [-0.146 | 0.022
4 -3 -1 -1 0 . o | e . 8.5E-01 | 6.9E-01 | 8.2E-01|7.1E-01| 0.051 [-0.386 4.0E-02 (1.7E-01|1.1E-01 [ 3.1E-01[-102.051|-227.751| 23.649 | 1.7E-01 | 3.6E-01|2.5E-01|4.4E-01|-0.233|-0.627 1.1E-02 | 7.8E-02 | 1.4E-02 | 9.1E-02 | -5.689 [-10.216| -1.161 | 1.2E-02 | 8.2E-02 | 6.6E-02 | 2.4E-01|-0.147 | -0.304 | 0.010
2 -4 -4 -2 -l |e|e[e]e o | e e | e |41E-02|1.7E-01|6.6E-02 | 2.4E-01| 0.084 |-0.006 1.8E-02 [ 1.1E-01 [ 2.0E-02 [ 1.2E-01 | -29.975 | -55.298 | -4.652 |2.4E-02|1.3E-01|1.7E-02 |1.0E-01(-0.096|-0.176 |-0.017| 4.3E-02 | 1.8E-01 | 2.2E-02 | 1.2E-01 | -1.066 | -1.980 | -0.1512.7E-01 [4.5E-01 [ 3.8E-02 [ 1.8E-01 | -0.033 [ -0.064 | -0.002
; -2 -3 -1 1| e . . . e | 2.1E-03 | 2.4E-02 | 1.0E-03 | 1.2E-02| 0.462 | 0.182 8.8E-02|2.6E-01|4.8E-02 | 2.0E-01| -79.423 [-158.057| -0.789 | 4.8E-03 [4.3E-02 | 3.0E-03 | 2.9E-02|-0.376 [-0.622 1.4€-013.3€-01|8.3E-02 | 2.7E-01 | -2.506 | -5.341 | 0.328 | 6.3E-02 [ 2.2E-01 [ 3.1E-02 | 1.6E-01 | -0.105 [ -0.201 | -0.010
k) -5 -4 -2 2 |oe|e|[e|o|e|e e e 2.0E-04 |4.1E-03 | 1.0E-03 [ 1.2E-02| 0.216 | 0.090 1.0E-04 | 2.3E-03 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -67.726 |-103.669 [ -31.782 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -0.232 | -0.345 9.4E-03 | 6.9E-02 | 4.5E-02 | 2.0E-01 | -1.327 | -2.624 | -0.029 | 7.3E-03 | 6.0E-02 | 3.7E-01 | 5.3E-01 | -0.020 | -0.064 | 0.024
_5 -1 -1 0 0 . . 7.6E-02 | 2.4E-01 | 9.4E-02 [ 2.9E-01 0.275 [-0.047 1.3E-013.2E-01 | 1.3E-01|3.4E-01| -71.364 |-162.935( 20.207 | 3.8E-02 | 1.7E-01 | 4.1E-02 [ 1.9E-01 | -0.299 | -0.585 8.0E-016.7E-01 | 6.8E-01|6.7E-01 -0.709 | -4.057 | 2.638 | 4.5E-01[5.4E-01|2.5E-01 |4.4E-01|-0.067 | -0.180| 0.046
.§ -1 -1 -1 -1 . . 4.0E-01 [5.1E-01|2.3E-01 4.3E-01 0.113 | -0.069 4.1E-02 1.7E-01 | 3.5E-02 | 1.7E-01 | -55.643 |-107.307| -3.979 | 1.3E-013.2E-016.1E-02 | 2.3E-01|-0.155|-0.316 9.7E-02 | 2.8E-01 [ 9.2E-02 | 2.9E-01 -1.607 | -3.477 | 0.263 | 1.2E-01[3.0€-01 | 1.3E-01 3.4E-01|-0.049-0.112| 0.015
3 -5 -5 -2 2| e[e]|e e oo e e e o|26E03 2.9E-02| 0.172 | 0.059 | 0.285 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -71.364 |-103.364 | -39.363 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -0.222|-0.323 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -2.396 | -3.551 | -1.240 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-03 [ 1.2E-02 | -0.064 | -0.104 | -0.025
< -2 -2 -1 -1 ] e . . . 1.1E-02 7.7E-02| 0.221 | 0.051 | 0.390 | 1.5E-01 | 3.4E-01 | 1.0E-01|3.0E-01 | -39.763 | -87.317 | 7.790 |2.0E-02|1.1E-01|1.6E-02|1.0E-01-0.184|-0.333 8.1E-016.7E-01[9.7€-01|7.4E-01 -0.031 | -1.751 | 1.690 | 9.9E-01|7.2E-01 5.8E-01-0.022 |-0.080 | 0.036
: -2 -1 0 0 o | e . 1.8E-01 2.9E-01 0.247 |-0.045 0.540 | 8.1E-02 | 2.5E-01 [ 1.6E-01|3.7E-01 | -59.261 [-141.288| 22.765 | 7.4E-02 | 2.3E-01 | 7.7E-02 | 2.6E-01 [ -0.232|-0.489 1.4E-02 | 9.1E-02 | 3.3E-02 | 1.6E-01 | -3.224 | -6.179 | -0.269 | 1.5E-02 | 9.3E-02 3.1E-01/-0.081(-0.181| 0.018
:( -1 0 -1 0 . 3.4E-02 2.4E-01| 0.099 [-0.005 | 0.203 | 2.4E-01|4.3E-01|2.1E-01|4.2E-01 | -18.740 | -48.186 | 10.706 |9.3E-02|2.7E-01|1.0E-01 | 3.0E-01-0.077|-0.169 1.7€6-01[3.6€-01 | 1.1€-01|3.1€-01 | -0.865 | -1.928 | 0.199 | 1.8E-01|3.8E-01 3.9E-01|-0.025|-0.061 | 0.011
C€*04:01 {1237 -3 -3 -2 2 |e e e o oo 1.0E-05 1.6E-04| 0.155 | 0.082 | 0.227 | 1.0E-02 [ 7.3E-02 [ 3.0E-03 [ 2.9E-02 | -30.632 | -51.094 |-10.169 | 1.0E-04 | 2.3E-03 [ 1.0E-05 | 1.6E-04 [ -0.136 | -0.200 1.2E-01[3.0E-011.5E-013.6E-01|-0.545 | -1.285 | 0.196 | 1.4E-01|3.2E-01 4.2E-01-0.016 | -0.041 | 0.009
C*07:02 |1171 -5 -5 -2 2 |e|e|[e|e|e|e|e|e| e e]|90E04 1.2E-02| 0.131 | 0.057 | 0.204 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 | -47.465 | -68.266 | -26.663 | 1.0E-05 | 3.2E-04 | 1.0E-05 | 1.6E-04 4.1E-03 [ 1.0E-05 | 1.6E-04 | -1.479 -0.726 | 1.0E-05 | 3.2E-04 1.6E-04|-0.046|-0.071
Andlisis UNIVARIABLE de la cohorte MEX (i
Score HLA-VIH Carga Viral de VIH en plasma (CVp) Conteo de T CD4 Z-score Porcentaje de T CD4 Cociente CD4/CD8
basadoen5 |Score HLA-VIH| Asociaciones HLA Asociaciones HLA
parametros basadoen2 | conla prueba U de |con el Modelo Linear
Resultado (Cvp, CD4, Z- pardmetros Mann-Whitney (e, | Generalizado o GLM | Prueba U de MW Regresion Lineal GLM Prueba U de MW/ Regresion Lineal GLM Prueba U de MW Regresion Lineal GLM Prueba U de MW Regresién Lineal GLM Prueba U de MW/ Regresion Lineal GLM
ala score, %CD4, [ (CVp, CD4) | p<0.05&q<0.2) | (o, p<0.05 & q<0.2)
. | ALELO | N CD4/CD8)
por VIl ol |2 olel8] | | 2| = s« | aleolaloc| ] <« |al|lo|lalecl|d&] « [a]ec|lalec|t| « | a|ls|]=]sw <
vee damf Ve lam( 2158 (8(S(S(B]8|EIS &2 | 2| 5| & ] 5| 5| 8| & b 2 5| 5| 85| &8 |32 ] 5| 5| 5| &8 |8 2 5| 5| 8| & 2
mw | Mw MMEIF R - T - A e |s|s|s|s| 5| ¢ |s|s|s|s|g| ¢ |[|[=|=s|=s|s|g| ¢ |s|s|¢s]|¢= ©
3 3 8
A*03:01 | 137 3 3 1 1 oo |0 [EERK] 1.8E-01 [ 4.6E-01|3.0E-01 | 4.9E-01 [ -0.088 -0.252\ 0.077 | 1.1E-03 | 3.0E-02 [ 1.0E-03 | 1.6E-02 | 83.495 | 32.733 |134.256 5.4E-03 | 7.2E-02 | 9.0E-03 | 7.6E-02 | 0.204 | 0.050 | 0.358 | 1.3E-02 [ 1.2E-01 | 1.3E-02 | 9.7E-02 | 2.374 | 0.495 \4.253 3.4E-02(2.1E-01|1.3E-01 [3.6E-01| 0.048 -0.014| 0.111
A*03:02 5 0 1 0 0 . 4.4E-01 [6.1E-01|5.1E-01 | 5.8E-01[-0.271 71.085\ 0.544 | 1.6E-01 | 4.3E-01 | 3.0E-01 E-01| 128.832 7116.173|373.837 2.5E-015.1E-01[3.3E-01|5.1E-01 | 0.368 70.375| 1.110 | 8.4E-02 | 3.3E-01 | 3.7E-02 | 2.0E-01 | 9.536 | 0.556 \18.515 1.1E-013.7E-01 [ 8.2E-02 | 2.9E-01 | 0.265 —0.033| 0.564
A*26:01 | 62 2 2 1 1 | e o | e 1.0E-01 [ 3.6E-01|7.9E-02| 2.8E-01 [-0.211 —0.446] 0.024 | 1.3E-02 | 1.2E-01 [ 1.0E-03 | 1.6E-02 | 122.209 | 51.611 |192.807 2.3E-02|1.7E-01 | 3.0E-03 | 3.5E-02| 0.326 | 0.112 | 0.540 | 1.0E-01 3.6E-01|1.2E-01 | 3.4E-01| 2.085 | -0.533 ] 4.703 | 4.1E-01 5.9E-01 [ 4.8E-01|5.7E-01 | 0.032 —0.056| 0.120




Asociaciones HLA-VIH de PROTECCION

4.1E-01|5.4E-01| 16.982

8.1E-01|6.6E-01| 0.183

1.9€-01[4.2€-01 0.033 [-0.016

4.6E-01|5.6E-01| 93.225

2.2E-01|4.4E-01| 5.680

6.5E-02|2.7E-01] 129.425

5.0E-01|5.8E-01| 1.723

1.0E-03 [1.6E-02 | 0.506 | 0.208

3.4E-01|5.1E-01] 0.082 | -0.086

1.0E-05 [ 2.2E-04 | 120.245

1.0E-05 | 2.2E-04 | 3.875

7.0E-03 | 6.2E-02 | 0.099 | 0.027

2.7E-01|4.7E-01] 109.553

1.4E-01|3.7€-01| 5.357

6.0E-03 | 5.8E-02 | 0.382 | 0.110

4.0E-03 | 4.4E-02 | 325.452

2.0E-03 | 2.5E-02[12.954

2.0E-03 | 2.5E-02| 0.429 | 0.157

1.0E-05 | 2.2E-04 | 262.225

1.0E-05|2.2E-04| 9.234

1.0E-05|2.2E-04 | 0.285 | 0.184

4.9E-01|5.8E-01| 24.018

2.6E-02|1.6E-01| 2.874

1.0€-03 [1.6E-02 | 0.140 | 0.056

3.7E-02 | 2.0E-01 | 138.038

1.3E-01|3.6E-01| 3.715

3.4E-01|5.1E-01] 0.077 | -0.081

2.2E-01|4.5E-01| 83.090

1.86-01|4.1E-01| 3.323

1.3E-02 [9.7E-02 | 0.207 | 0.044

.9E-02

3.0E-03 | 3.
1.6E-02 (1.

3E-02

S

155.808

2

1.0E-03 |1.6E-02 | 6.150

1.0E-05 [ 2.2E-04 | 0.333 | 0.209

180.484

4.8E-02|2.3E-01| 5.425

1.0E-05 [2.2E-04 | 0.326 | 0.148

1.0E-03 [1.6E-02 | 109.216

4.0E-03 |4.4E-02| 3.617

1.0E-03 [1.6E-02 0.133 | 0.051

2.5E-01|4.6E-01| 31.102

4.1E-02|2.1E-01| 2.020

2.6E-02|1.6E-01| 0.074 | 0.009

2.4E-01[4.6E-01| 29.248

2.2E-02|1.4E-01| 2.076

8.0E-03 [6.9E-02| 0.081 | 0.022

1.0E-05 [ 2.2E-04 | 103.801

1.0E-05|2.2E-04 | 3.489

1.0E-02 [8.1E-02 | 0.083 | 0.020

2.0E-03 | 2.5E-02 | 177.244

5.0E-03 | 5.1E-02 | 5.732

2.6E-02|1.6E-01] 0.153 | 0.019

1.86-01(4.1E-01 140.611

7.0E-02 | 2.8E-01| 7.036

1.0E-05 [2.2E-04 0.522 | 0.271

Asociaciones HLA-VIH de
RIESGO

Resultado
ala

5.7E-01|5.9€-01 | -21.347

5.6E-01|5.9E-01| 0.808

7.6E-01[6.5E-01) 0.014 | -0.075

4.5E-01|5.6E-01| 85.759

6.7E-01|6.3E-01 1.813

8.9E-01|6.8E-01 0.019 |-0.254

7.0E-03 | 6.2E-02 | -61.486

2.0E-03 | 2.5E-02

1.1E-01[3.3E-01[-111.505

1.7E-02|1.2E-01

1.2E-01[3.4€-01

1.0E-03 [1.6E-02 [-0.090 | -0.145

.303

5.0E-03 | 5.1E-02 | -68.411

3.6E-02 | 2.0E-01

4.1E-01|5.5E-01

3.2E-01|5.1E-01| -83.677

1.6E-01|3.9E-01

1.7€-01 [ 4.0E-01

3.0E-03 | 3.5E-02 | -60.630

1.0E-05 | 2.2E-04

2.0E-03 | 2.5E-02

6.0E-03 | 5.8E-02 | -39.106

6.5E-02|2.7E-01

1.7€-01 [4.0E-01

2.1E-01|4.4E-01| -31.845

7.9€-02 | 2.8E-01

1.6E-01|3.9€-01

1.0€-03 [1.6E-02 | -46.269

1.0E-03 | 1.6E-02

8.0E-03 | 6.9E-02

01 [3.6E-01

Carga

02 | 1.

Conteo de T CD4

1] -70.136
INIVARIABLE de la cohorte CAM (|

5.0E-02 2.

1

Porcentaje de T CD4

6.7E-02|2.7E-01

Cociente CD4/CD8

Regre

Regresion Lineal GLM

Regresion Lineal GLM

por VIH

Valor p
valor g
Coeficiente
valor p
valor q

Valor p
Valor g
Coeficiente

1IC95%
Valor p
Valorq
Valor p
Valor g
Coeficiente
1C95%
Valor p
Valorq

2
a o €
5 s g
2 k) g
J S &
> > 2

)

1C 95%
valor p
Valor g

H

a =

5 5| e )

2 2 LS o

] s &

s B g 2
S

Asociaciones HLA-VIH de PROTECCION

4.3E-01|7.9-01| 89.630

1.7E-01|5.9€-01| 5.559

1.5E-02 [1.4E-01 0.336 | 0.066

1.0E-05 [4.1E-04 | 216.004

1.6E-02|1.4E-01| 3.871

6.5E-02|3.7E-01] 0.103 | -0.007

5.0E-03|7.3E-02| 66.284

1.4E-01|5.5E-01 1.235

2.1E-01|6.5E-01] 0.036

1.0E-03 [2.7E-02 | 98.643

3.6E-02|2.5E-01| 2.242

1.3E-01 [5.4E-01 | 0.056

2.0E-03 [4.2E-02| 192.349

2.0E-03 | 4.2E-02| 6.726

1.0E-05|4.1E-04 | 0.268

1.1E-01[4.9€-01| 43.240

3.4E-01|7.36-01 0.908

2.7E-01|7.0E-01] 0.036

5.0E-03|7.3E-02| 234.311

1.4€-02|1.3E-01| 7.317

1.2E-02 [1.2€-01 0.255

5.1E-02|3.1E-01| 243.814

1.4E-02|1.3E-01(10.773

1.0E-05 [4.1E-04 | 0.554

1.2E-02 [1.2E-01| 78.760

4.9€-01|8.1€-01| 0.761

7.1E-01|8.9E-01] 0.014

2.4E-01|6.8E-01| 54.520

3.8E-01|7.6E-01| 1.444

4.7E-01|7.9€-01] 0.042

8.0E-03 | 9.8E-02| 332.219

1.6E-01|5.9€-01| 6.137

5.3E-01|8.2E-01] 0.096

1.1E-01[5.1€-01| 88.871

1.0E-03 | 2.7E-02| 6.748

1.0E-05 [4.1E-04 | 0.290

4.0E-03 | 6.4E-02 | 189.916

2.2E-01|6.6E-01| 2.828

4.2E-02[2.8E-01] 0.163

1.6E-02 [1.4€-01 | 273.406

2.2E-02|1.8E-01| 9.220

4.6E-02|2.9E-01] 0.276

2.0E-02|1.7E-01] 128.219

4.0E-03 | 6.4E-02| 5.574

2.9E-02|2.2E-01] 0.145

8.0E-03 | 9.8E-02 | 331.617

1.0E-05|4.1E-04(17.775

1.0E-05 [4.1E-04 | 1.093

03 |7.3E-02 | 181.444

5.7E-02|3.4E-01| 4.308

5.7E-02|3.4E-01] 0.148

6.0E-03 | 8.5E-02| 76.019

4.9€-01|8.1E-01| 0.684

9.1E-01|9.2E-01] 0.004

1.0E-03 [2.7E-02 | 96.669

3.5E-02|2.5E-01| 2.223

6.8E-02 | 3.8E-01] 0.066

7.0E-03 [9.3E-02 | 100.928

8.0E-03[9.8E-02| 3.520

4.0E-03 [6.4E-02| 0.131

1.0E-03|2.7E-02 | 181.381

2.0E-03 | 4.2E-02| 5.789

1.0E-05|4.1E-04| 0.261

Asociaciones HLA-VIH de RIESGO

3.5E-02|2.5E-01| -32.362

4.6E-017.9€-01 -0.399

3.1E-01|7.2E-01|-0.019

5.0E-03 | 7.3E-02 | -73.843

2.9E-02 | 2.2E-01 | -2.006

1.3E-02 1.3E-01(-0.078

3.3E-02[2.4E-01] -34.012

4.1E-01{7.8E-01| -0.467

6.4E-01[8.7E-01|-0.009

4.4E-01|7.9E-01| -54.467

1.4E-01|5.5€E-01|-3.690

2.2E-01|6.6E-01|-0.105

1.0E-03 [2.7€-02 | -81.704

3.0E-03 |5.7E-02 | -2.522

2.5E-02 | 2.0E-01 | -0.067

3.0E-03 | 5.7E-02 | -64.070

1.0E-05|4.1E-04 | -2.820

1.0€-03 [2.7E-02 [ -0.087

7.1E-02|3.9E-01|-119.438

1.5E-01|5.7E-01-3.357

2.1E-01|6.5E-01|-0.100

1.6E-02 [1.4E-01| -67.652

1.0E-03 [2.7E-02 | -98.018

4.5€-01)7.9€-01 -0.755

7.0E-01|8.8E-01|-0.013

3.2E-02|2.4E-01-2.159

2.9E-01|7.1E-01|-0.036

2.3E-02|1.9E-01| -76.201

1.1E-01|5.0E-01 | -1.886

1.6E-01[5.8€-01(-0.057

1.6E-01|5.86-01| -21.461

8.1E-01{9.1E-01|-0.128

7.3E-01[8.9E-01-0.006

A*31:01 [ 223 0 1 0 1 6.4E-02 [ 2.9€-01
A*36:01 | 5 0 1 0 0 8.2E-01[7.26-01
A*74:01 | 16 0 2 0 1 2.6E-01 [ 5.26-01
B*14:02 | 101 5 s 2 2 o |5.06-04[1.86-02
B*15:17 | 8 0 1 0 0 o [7.26-01[7.0e-01
B*15:39 | 6 5 5 2 2 o |2.86-03[5.26-02
B*27:05 | 46 5 5 2 2 | . o [3.06-04[1.3E-02
B*39:02 | 68 2 3 1 1 . o [9.9e-031.1€-01
B*40:05 | 18 1 1 1 1 1.0E+00 [ 7.6E-01
B*51:02 | 18 0 1 0 0 o | 6.36-02[2.86-01
B*57:01 | 31 4 B 1 2 |e . o [7.0e-04
B*57:03 | 17 2 4 1 2 |e . o [2.56-03
€*02:02 | 74 5 5 2 2 | . o |3.26-02[2.0-01
€*03:03 | 121 2 2 1 1]e . o |7.76-038.9€-02
C*08:01 | 143 1 2 1 0fe © | 1.9€-02 |1.5E-01
€*08:02 | 132 5 5 2 2 e . o [ o ]a.0e-04]1.6E-02
€*14:02 | 25 5 5 2 2 | e o [1.9e-02]1.5€-01
c*18:01] 8 0 1 0 0 o | 5.56-01]6.5€-01
A*23:01 | 59 -1 1 8.4E-03 | 9.3E-02
A*24:03 | 6 -1 1] 2.6E-02 [ 1.8E-01
A*68:03 | 175 -1 -1 o [2.96-01]5.26-01
B*15:30 | 17 0 0 7.9€-01[7.26-01
B*35:12 | 159 -1 -1 3.0E-01[5.3E-01
B*37:01 | 11 -1 -1 2.1E-02 [1.56-01
B*39:05 | 246 -1 1 . 6.1E-02 | 2.8E-01
€*04:01 | 668 -1 1 . 6.9E-02 [3.0E-01
C*06:02 | 140 -1 -1 . 1.2€-02 | 1.2E-01
€*07:02 | 666 -1 -2 . o |4.5e-02]2.4E-01
C*16:01 | 98 -1 -1
Score HLA-VIH
basadoen5 |Score HLA-VIH
parémetros basado en 2
(CVp, CD4, Z- | pardmetros Prueba U de MW
score, %CD4, | (CVp, CD4)
ALELO | N | cpa/cps)
@ 2 o 2 a o
ude ol Ve |oul2l5] 8 (8|8 518 g18(E| & 5
mw mw MMEIE MMM B
5] &
A*02:04 | 6 0 1 0 0 o [7.16-01]8.86-01
A*02:05 | 38 2 3 1 1 . . 6.5-02 [3.6E-01
A*03:01 | 162 1 1 1 1 . . 4.1E-01[7.56-01
A*11:01 | 94 4 2 1 1 . . 2.6€-02 [2.26-01
A*25:01 | 20 3 4 1 1 . . 2.7€-01|6.7E-01
A*30:02 | 116 2 2 1 1 1.0E-04 [ 6.8E-03
A*30:04 | 11 0 3 0 1 o |5.56-01]8.26-01
5 0 2 0 0 3.0E-01[6.8E-01
B*14:02 | 88 0 1 0 1 4.4€-017.7€-01
B*15:10 | 38 0 1 0 1 5.9E-02 [3.4E-01
B*40:06 | 6 0 1 0 1 5.6E-01 [8.3E-01
B*42:01 | 27 2 2 0 0 3.0E-01[6.8E-01
B*50:01 | 18 0 2 0 1 ol 1.0E-01 [4.5E-01
B*51:07| 6 1 3 0 1 oo 2.6€-02 [2.26-01
B*57:01 | 30 4 4 1 2 oo 3.3€-02 [ 2.56-01
B*57:02| 5 5 5 2 2 ol 2.0E-02 [ 1.9E-01
B*57:03 | 21 3 3 2 2 . ol 2.0E-04 [1.1E-02
C*08:02 | 114 0 1 0 1 . 3.4E-01[7.1E-01
€*12:03 | % 2 2 1 1 . oo 7.9E-02 [3.9E-01
€*17:01 | 60 3 4 1 1 . ol o | 1.86-01]5.76-01
C*18:01 | 29 5 5 2 2 . . 1.0E-04 [6.8E-03
A*02:01 [538] -1 0 -1 0 . 4.9E-01[8.0E-01
A*02:06 [130] -1 2 -1 1 . . 7.8-01[9.1E-01
A*24:02 [466 | -2 2 -1 e 1.1€-02 [1.3E-01
A*36:01 | 16 -1 0 -1 0| 2.1€-02 [ 2.0E-01
A*68:01 [ 148] -5 -5 2 2 e . . . o |3.9e-03[7.36-02
A*68:03 [195] -5 -5 -2 2 e . . . 5.1E-03 [ 8.4E-02
B*35:02 | 20 -2 -2 -1 1. . . . 1.2€-02 [1.56-01
B*35:12 | 114 -3 -3 -2 2] . . . 1.0E-05 [1.3E-03
B*39:05 | 114| -4 -2 -1 1 . . 1.26-01 [4.9E-01
€*03:03 | 75 1 1 -1 1 5.0E-01 [8.0E-01
€*04:01 | 569 -2 -2 -1 -1 . . 1.0E-04 | 6.8E-03
C*07:02[505| -3 -4 1 1 . 3.9E-02 [ 2.8E-01

2.0E-03 [4.2E-02| -50.231

2.3E-02| 1.9E-01|-1.273

2.5E-02 2.0E-01-0.043 | -0.081




Tabla Suplementaria S9. Resumen de analisis multivariable en la cohorte combinada MEX/CAM (tabla superior) y las cohortes individuales (tablas inferiores).
Se construyeron modelos independientes para relacionar cada alelo HLA a cada parametro clinico de VIH, mientras que se ajustd para el género, la edad, el
origen geografico de reclutamiento (pais/region codificado como variables binarias n-1) y por el efecto las asociaciones HLA mas significativas (definidas como
los alelos HLA con p<0.001 en el analisis univariable por Mann-Whitney correspondiente). De acuerdo con lo anterior, los modelos de MEX/CAM fueron
ajustados con los siguientes alelos, CVp: B*57:03, C*18:01, C*04:01, B*57:01, A*30:02, B*35:12, B*27:05, C*07:02, A*68:01; CD4: B*27:05, A*03:01, C*07:02,
A*68:03, B*39:05, C*08:02, B*35:12, A*02:05, B*14:02, C*18:01; Z-score: B*57:03, C*18:01, B*27:05, C*07:02, B*39:05, B*35:12, B*57:01, B*14:02, C*08:02,
C*04:01, A*68:03, A*03:01, A*68:01; %CD4: B*27.05, A*68:03, B*39:05, B*57:01, C*07:02; CD4/CD8 ratio: B*27:05, B*57:01, A*68:03, C*07:02, B*39:05,
B*42:01, C*18:01. Los modelos de MEX fueron ajustados con los siguientes alelos, CVp: B*27:05, C*08:02, B*14:02, B5701; CD4: B*27:05, C*08:02; Z-score:
B*27:05, B*¥*14:02, C*08:02; %CD4: B*27:05, B*39:05, C*08:02, B*14:02, C*07:02; CD4/CDS8 ratio: B*¥27:05, B*39:05, A*68:03. Los modelos de CAM fueron
ajustados con los siguientes alelos, CVp: B*35:12, A*30:02, C*18:01, C*04:01, B*57:03; CD4: B*39:05, A*68:03, A*68:01, C*18:01; Z-score: C*18:01, B*35:12,
B*57:03, A*68:01, A*68:03; %CD4: A*68:03; CD4/CDS8 ratio: A*68:03, B*42:01, A*68:01. Las asociaciones fueron evaluadas usando regresiones lineales
(Modelo Linear Generalizado, GLM) y las multiples comparaciones fueron abordadas con valores g. Las asociaciones significativas (p<0.05, q<0.2) se muestran
en negritas. Para GLM, se muestran los coeficientes y los intervalos de confianza de 95% (IC 95%).

Analisis MULTIVARIABLE de la cohorte combinada MEX/CAM (n=3213)

Asociaciones HLA
Score HLA- con el Modelo Linear
Resultado VIH basado | Score HLA- Genae.rallzado oGLM Carga Viral de VIH en plasma (CVp) Conteo de T CD4 Z-score Porcentaje de T CD4 Cociente CD4/CD8
en5 VIH basado justados por

ala | Aewo N | parémetros en2 variables confusoras

progresion (CVp, CD4, - | para os | (# p<0.05 &q<0.2)

por VIH score, %CD4, | (CVp, CD4) AR

CD4/cD8) g :O: % g § Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95%

N 8
A*02:05 | 71 3 1 AEKRK) 1.7E-012.5E-01(-0.158|-0.384| 0.068 | 1.0E-05|1.6E-05| 137.171 | 73.919 |200.423]2.0E-03 |1.9E-03| 0.304 | 0.108 | 0.501 | 1.7E-02 [ 1.9E-02| 2.769 | 0.505 | 5.033 | 2.7E-01|7.5E-02| 0.045 |-0.034( 0.124
A*02:06 | 441 1 1 . 2.1E-02 6.5E-02|-0.119-0.220(-0.018] 1.0E-01 | 2.3E-02 | -24.062 | -52.778 | 4.654 |6.7E-01)7.9E-02| 0.020 |-0.070| 0.109 | 1.9E-01|8.1E-02| -0.695 | -1.723 | 0.333 | 6.3E-02 | 4.0E-02 [-0.033 [-0.068 | 0.002
A*03:01 | 299 3 1 (KN K] 2.7E-01{3.3E-01|-0.066 [-0.183 [ 0.051 | 1.0E-05 | 1.6E-05| 62.509 | 29.394 | 95.624 | 1.8E-02)9.5E-03 | 0.124 | 0.021 | 0.227 | 7.0E-03 | 1.1E-02| 1.644 | 0.456 | 2.831 | 8.4E-02|4.5E-02( 0.036 [-0.005]| 0.076
A*11:01 | 202 1 1 3 4.0E-01|4.4E-01|-0.060-0.200| 0.079 | 1.5E-02 | 7.8E-03 | 48.378 9.326 | 87.429 |1.4E-01(2.5E-02| 0.092 [-0.029| 0.214 | 1.6E-01|7.2E-02| 1.014 | -0.387 | 2.416 | 2.5E-01|7.3E-02| 0.028 [-0.020| 0.076
A*25:01 | 44 3 1 3 e | e |5.6E-01(5.4E-01-0.085(-0.368| 0.199 | 5.0E-03 | 3.9E-03 | 113.640 | 34.278 |193.002]5.0E-02|1.7E-02| 0.247 | 0.000 | 0.494 ] 1.2E-02 | 1.5E-02| 3.623 [ 0.781 | 6.466 |9.0E-03|1.0E-02| 0.130 | 0.033 | 0.226
A*26:01 | 143 1 1 . 3.9E-01[4.4E-01|-0.071[-0.234| 0.092 | 2.6E-02 [ 9.9E-03 | 51.819 6.202 | 97.436 | 1.0E-01|2.4E-02( 0.118 |-0.024| 0.260 | 3.0E-01|1.2E-01| 0.859 | -0.775 | 2.494 | 7.9E-01 | 1.6E-01 | 0.008 |-0.048]| 0.063
A*30:02 | 171 1 1 ° 1.4E-02 | 5.5E-02 -0.189|-0.340|-0.039] 4.8E-01 | 6.9E-02 | 15.084 | -27.131 | 57.299 | 1.6E-01|2.6E-02| 0.095 [-0.036| 0.227 | 5.4E-01 [1.9E-01| 0.477 | -1.035 | 1.989 | 6.2E-01|1.3E-01) 0.013 [-0.039 0.065
B*07:02 | 301 2 1 . [ 2.6E-01(3.2E-01|-0.075-0.203 [ 0.054 | 7.0E-03 | 4.9E-03 | 52.651 | 14.196 | 91.105 |8.1E-02)2.0E-02| 0.107 |-0.013| 0.227 | 4.0E-02|3.2E-02| 1.420 | 0.067 | 2.774 | 4.0E-01|1.0E-01 | 0.020 [-0.026| 0.066
B*14:02 | 189 3 1 ° e | o |7.0E-03|4.0E-02|-0.201|-0.346|-0.056] 1.6E-01|2.9E-02| 45.733 | -17.874 |109.340| 1.3E-01|2.5E-02| 0.153 [-0.044| 0.351 | 1.0E-05 [4.2E-05| 2.624 | 1.167 | 4.082 | 1.4E-02|1.4E-02| 0.063 | 0.013 | 0.113
S B*15:39 | 8 4 2 o | oo e | 1.0E-03 [1.0E-02|-1.164)-1.824(-0.504] 2.7E-02| 9.9E-03 | 209.068 | 24.219 [393.917]|1.0E-03|1.5E-03 [ 0.958 | 0.384 | 1.533 | 6.4E-02|4.3E-02| 6.264 | -0.363 [12.890] 4.4E-02|3.3E-02 | 0.232 | 0.006 | 0.458
g B*27:05 | 65 5 2 e | e | e e | e |10E-05)|2.0E-04(-0.529|-0.768|-0.289] 1.0E-05|1.6E-05 | 203.067 | 136.197 | 269.937] 1.0E-05|2.9E-05| 0.630 | 0.422 | 0.839 | 1.0E-05 [4.2E-05| 7.438 | 5.045 | 9.832 | 1.0E-05|2.5E-05) 0.242 | 0.160 | 0.323
w B*39:02 | 98 3 1 ° e | e | 2.8E-02(7.5E-02-0.222(-0.419|-0.025] 2.3E-01| 3.9E-02| 34.246 | -21.586 | 90.078 | 5.4E-02|1.7E-02| 0.171 |-0.003 | 0.344 | 3.0E-02 | 2.5E-02 | 2.228 [ 0.221 | 4.236 |2.0E-03|2.9E-03| 0.111 | 0.042 | 0.179
8 B*40:05 | 18 1 1 3 9.2E-01|7.8E-01( 0.023 |-0.432| 0.478 | 2.1E-02 [ 9.2E-03 | 149.796 | 22.592 |277.000]2.1E-01|3.2E-02| 0.252 |-0.144| 0.649 | 1.2E-01|5.9E-02 | 3.659 | -0.901 | 8.218 | 4.0E-01|1.0E-01| 0.067 |-0.089| 0.223
t B*40:06 | 8 2 1 o | e 2.8E-01(3.4E-01|-0.388-1.098 | 0.321 | 1.7E-02 | 8.2E-03 | 242.866 | 44.258 [441.473|3.8E-02|1.6E-02| 0.653 | 0.036 | 1.271 | 2.7E-01|1.1E-01| 3.988 | -3.130 [11.105}5.8E-01|1.3E-01 [ 0.069 [-0.174| 0.312
-Iu B*42:01 | 42 2 0 e | o |1.7E-01|2.5E-01|-0.205|-0.501| 0.090 | 5.6E-02|1.6E-02| 81.431 | -2.180 |165.042|6.5E-02|1.8E-02| 0.245 [-0.015] 0.505 | 5.0E-03 [9.3E-03 | 4.293 | 1.300 | 7.285 | 1.0E-03 [1.7E-03| 0.169 | 0.066 | 0.273
$ B*44:03 | 221 0 0 9.7E-01(7.8E-01| 0.002 |-0.133[ 0.138 | 5.6E-01 | 7.8E-02| 11.195 | -26.880 | 49.269 | 7.7E-018.9E-02 | 0.018 |-0.101) 0.136 | 3.3E-01|1.3E-01| 0.676 | -0.687 | 2.040 | 7.3E-02 | 4.4E-02 | 0.043 [-0.004| 0.089
S B*57:01 | 61 5 2 e | o | e e | e |10E-05)|2.0E-04(-0.588]|-0.842|-0.333] 1.0E-05|1.6E-05| 133.403 | 62.381 |204.425]1.0E-05|2.9E-05| 0.531 | 0.310 | 0.753 | 1.0E-05 [4.2E-05| 5.259 | 2.709 | 7.808 | 1.0E-05|2.5E-05) 0.234 | 0.148 | 0.321
f B*57:02 | 7 2 0 ® |  |9.6E-01|7.8E-01 0.020 |-0.737| 0.776 | 6.3E-01|8.5E-02| 51.714 |-156.487|259.915|5.9E-01|7.2E-02| 0.180 (-0.477| 0.838 | 3.0E-03 [ 8.4E-03 | 10.840| 3.755 |17.925]1.0E-05|2.5E-05) 0.595 | 0.325 | 0.866
% B*57:03 | 38 4 2 o|o oo 1.0E-03 | 1.0E-02 | -0.604|-0.972|-0.235] 2.2E-02 | 9.2E-03 | 119.893 | 16.950 |222.836]1.0E-03|1.5E-03| 0.535 [ 0.215 | 0.855 | 1.1E-02 [ 1.5E-02| 4.279 | 1.001 | 7.558 | 1.8E-01(6.4E-02) 0.087 [-0.039 0.213
'g B*58:01 | 85 0 0 4.2E-01|4.5E-01|-0.087(-0.296| 0.122 | 5.7E-01|7.8E-02| 16.968 | -41.991 [ 75.928 | 2.9E-01 |[4.2E-02 | 0.098 |-0.084| 0.280 | 5.1E-01 |1.9E-01| 0.704 | -1.392 | 2.800 ] 8.8E-01 | 1.8E-01 [-0.005 |-0.077 | 0.066
'g C*02:02 | 162 0 0 5.3E-01|5.3E-01(-0.054]-0.221| 0.114 | 6.8E-01 [9.7E-02| 9.769 | -37.151 | 56.688 | 5.4E-01|6.8E-02| 0.046 |-0.100| 0.192 | 4.5E-01|1.7E-01| 0.653 | -1.026 | 2.331 | 2.2E-01|7.0E-02| 0.036 |-0.022| 0.093
2 C€*03:02 | 71 0 0 8.5E-01(7.5E-01|-0.022-0.253 | 0.209 | 6.5E-01 | 8.5E-02| 15.035 | -49.495 | 79.565 | 7.8E-01 ) 1.1E-01| 0.029 |-0.172| 0.230 | 8.4E-01|2.9E-01| 0.244 | -2.065 | 2.554 | 6.2E-01|1.3E-01 [-0.020[-0.099 | 0.059
C*03:05 | 222 0 0 1.8E-01|2.5E-01(-0.094|-0.230| 0.042 | 7.7E-01|1.2E-01| -5.748 | -44.136 | 32.639 |4.7E-01|6.4E-02| 0.044 (-0.076| 0.164 | 9.6E-01 [ 3.2E-01|-0.037 | -1.407 | 1.333 | 7.7E-01 [ 1.6E-01| 0.007 |-0.040( 0.054
C*08:01 | 160 1 0 e | 9.8E-02[1.9E-01|-0.133)-0.291 | 0.025 | 4.7E-01|6.8E-02| 16.228 | -27.847 | 60.302 | 1.6E-01|2.6E-02 [ 0.099 |-0.039| 0.237 | 8.6E-02 |4.8E-02| 1.384 | -0.194 | 2.962 | 2.8E-02|2.4E-02 | 0.060 | 0.006 | 0.115
C*08:02 | 246 4 2 o | o e | e |9.0E-03|4.0E-02(-0.172|-0.301)-0.043] 4.9E-02 | 1.6E-02| 56.555 0.131 |112.980]1.1E-01|2.4E-02| 0.143 [-0.033| 0.319 | 1.0E-05 [4.2E-05| 2.421 | 1.129 | 3.713 ] 2.3E-02|2.1E-02) 0.051 | 0.007 | 0.095
C*12:02 | 67 0 0 7.1E-02(1.5E-01|-0.216[-0.451 | 0.019 | 3.2E-01 | 4.9E-02| 33.158 | -32.509 | 98.825 | 1.1E-01)2.4E-02| 0.166 |-0.039| 0.370 | 1.4E-01|6.9E-02| 1.753 | -0.598 | 4.104 | 1.9E-01|6.4E-02 | 0.054 [-0.027] 0.135
C*12:03 | 189 3 1 (KN K] 1.8E-012.5E-01[-0.099|-0.244| 0.045 | 4.0E-03 | 3.6E-03 | 59.418 | 18.972 | 99.864 |1.1E-02|7.1E-03| 0.163 [ 0.037 | 0.290 | 2.3E-02 (2.4E-02| 1.675 | 0.232 | 3.118 | 8.2E-02 [4.5E-02) 0.044 [-0.005 | 0.093
C*14:02 | 55 4 2 AR RENK] 3.5E-02 | 8.8E-02 [ -0.277|-0.533|-0.020| 2.0E-03 [ 2.1E-03| 111.151 | 39.302 |183.000|4.0E-03|3.3E-03| 0.328 | 0.104 | 0.551 | 3.0E-02 | 2.5E-02 | 2.854 | 0.281 | 5.426 | 1.7E-01|6.4E-02| 0.061 |-0.027 | 0.149
C*14:03 6 2 1 ° o 1.7E-02 | 5.7E-02|-0.930(-1.693|-0.168] 1.4E-01 | 2.8E-02 | 162.804 | -50.536 [376.143|4.3E-02|1.7E-02 | 0.684 | 0.021 | 1.348 | 1.1E-01 [5.7E-02| 6.328 | -1.325 | 13.982] 9.6E-02 | 4.8E-02 | 0.221 |-0.039| 0.482




C*17:01 | 106 0 0 9.3E-01[7.8E-01| 0.009 |-0.180| 0.198 | 1.5E-01[2.9E-02| 39.029 | -13.886 | 91.943 | 5.3E-01|6.8E-02| 0.053 [-0.112| 0.219 | 1.8E-01| 7.9E-02 | 1.311 | -0.584 | 3.205 | 4.5E-01[1.1E-01|-0.030|-0.107 | 0.048
C*18:01 | 37 4 1 o (e | e | e |84E-02|1.7E-01]|-0.312(-0.666| 0.041 | 1.0E-03 | 1.3E-03 | 149.939 [ 61.968 [237.911]2.8E-02|1.3E-02| 0.346 | 0.038 | 0.653 | 1.0E-03 |3.3E-03| 5.363 | 2.216 | 8.509 ] 1.0E-05|2.5E-05 0.299 | 0.190 | 0.408
A*01:02 | 8 -2 -1 . . 5.0E-03 [3.4E-02| 0.950 | 0.289 | 1.611 | 1.4E-01[2.8E-02|-139.058 |-324.166 | 46.050 | 1.5E-028.7E-03 |-0.715(-1.290|-0.140] 2.7E-01 | 1.1E-01 | -3.754 | -10.385| 2.878 | 1.6E-01[6.3E-02|-0.175|-0.416 | 0.066
A*02:01 |1278 0 0 5.3E-01[5.3E-01 0.023 |-0.049| 0.094 | 2.5E-01[4.2E-02| -11.795 | -32.015 | 8.425 |1.9E-01)3.1E-02|-0.042(-0.106| 0.021 | 6.9E-02 | 4.3E-02 | -0.657 | -1.364 | 0.050 | 1.4E-01[6.1E-02|-0.018|-0.042| 0.006
A*24:02 | 966 0 0 5.0E-02 [1.2E-01| 0.075 | 0.000 | 0.150 | 4.4E-01[6.6E-02| -8.307 | -29.492 | 12.878 | 6.4E-02|1.8E-02|-0.063 [-0.129| 0.004 | 7.7E-01|2.7E-01|-0.111 | -0.864 | 0.641 | 4.0E-01[1.0E-01| 0.011 |-0.015| 0.037
A*68:01 | 382 -5 -2 (e | e | e | e |9.0E-03|4.0E-02 0.140 | 0.035 | 0.244 | 8.0E-03 | 5.0E-03 | -39.877 | -69.388 | -10.367 | 2.0E-03 | 1.9E-03 | -0.149 | -0.240(-0.057| 4.0E-03 | 9.3E-03 | -1.567 | -2.622 | -0.512] 4.5E-02 | 3.3E-02 [-0.037|-0.073|-0.001
o A*68:03 | 370 -2 0 e | o |1.6E-01)2.5E-01| 0.079 [-0.031| 0.189 | 1.5E-01| 2.9E-02 | -23.637 | -56.167 | 8.892 |1.4E-01|2.5E-02|-0.076|-0.177 0.026 | 5.0E-03 | 9.3E-03 | -1.655 | -2.822 | -0.488] 3.0E-03 | 3.8E-03 -0.060 | -0.100|-0.020
2 A*68:05 | 60 -1 0 . 6.2E-01[5.8E-01| 0.063 |-0.187| 0.314 | 6.1E-01 [ 8.5E-02| -18.457 | -88.616 | 51.703 | 5.3E-016.8E-02 | -0.070(-0.288| 0.148 | 1.5E-02 | 1.8E-02 | -3.129 | -5.659 |-0.599]1.5E-01[6.3E-02|-0.063|-0.149| 0.023
E B*13:02 | 65 0 0 1.8E-01)2.5E-01| 0.164 [-0.074| 0.403 | 3.1E-01 | 4.8E-02 | -34.629 [-101.203| 31.946 | 1.3E-01|2.5E-02|-0.159 |-0.366 | 0.049 | 1.4E-01|6.7E-02| -1.811 | -4.194 | 0.572 ] 2.5E-01|7.3E-02 (-0.048[-0.129| 0.034
3 B*15:30 | 20 -1 0 . 9.9E-01(7.8E-01 0.003 |-0.427| 0.433 ] 7.2E-02 [ 1.9E-02|-110.308 | -230.662 | 10.047 |3.1E-01|4.4E-02|-0.192|-0.567| 0.182 | 6.0E-03 [ 1.0E-02 [ -6.064 [-10.373|-1.756 | 1.0E-01 | 4.8E-02|-0.126|-0.277 [ 0.024
= B*35:01 | 645 -1 0 . 5.3E-01[5.3E-01| 0.031 |-0.064| 0.126 | 5.7E-02 [ 1.6E-02 | -23.885 | -48.491 | 0.720 |3.2E-01)4.4E-02|-0.043(-0.126| 0.041 | 3.0E-02 | 2.5E-02 | -0.974 | -1.855 |-0.093 | 1.4E-01[6.1E-02|-0.023|-0.053 | 0.007
= B*35:02 | 51 -2 -1 . . 1.5E-025.5E-02| 0.340 [ 0.067 | 0.613 | 9.8E-02| 2.3E-02 | -63.581 [-138.873| 11.711 | 2.9E-02|1.3E-02|-0.265|-0.503 [-0.027] 8.5E-02 | 4.8E-02 | -2.368 | -5.064 | 0.328 ] 5.7E-02|3.9E-02 [-0.089[-0.181 0.002
; B*35:12 | 273 -1 -1 . 1.8E-01)2.5E-01| 0.092 [-0.042] 0.225 | 1.4E-02| 7.8E-03 | -43.890 | -79.004 | -8.777 |7.9E-02|2.0E-02|-0.105|-0.223| 0.012 | 6.2E-02 |4.3E-02| -1.193 | -2.447 | 0.062 ] 5.6E-01|1.3E-01 [-0.013 [-0.056 | 0.030
4 B*35:14 | 38 0 0 4.5E-01]4.7E-01) 0.121 |-0.191 0.434 | 7.3E-02 | 1.9E-02 | -80.439 [-168.232( 7.353 |1.1E-01[2.4E-02|-0.222|-0.498| 0.053 | 3.7E-01|1.4E-01|-1.460 | -4.650 | 1.729 ] 2.3E-01|7.0E-02 [-0.067[-0.176| 0.042
§ B*39:01 | 127 0 0 7.7E-01(7.1E-01 0.026 |-0.152| 0.205 | 1.1E-01[2.3E-02| -41.867 | -92.441 | 8.708 |2.7E-01|4.1E-02-0.088(-0.246| 0.069 | 1.2E-01 | 5.9E-02 | -1.462 | -3.281 | 0.356 | 2.9E-01 [ 8.0E-02|-0.033|-0.095 | 0.029
_§ B*39:05 | 360 -2 -1 . . 2.3E-01[3.0E-01 0.076 |-0.047| 0.200 | 3.1E-02 [ 1.1E-02| -40.215 | -76.836 | -3.595 | 9.2E-02|2.2E-02|-0.098 (-0.212| 0.016 | 2.4E-02 | 2.4E-02 | -1.507 | -2.818 |-0.196 | 3.4E-01 [9.2E-02|-0.022|-0.066 | 0.023
b4 B*39:06 | 153 0 0 2.5E-01[3.2E-01 0.101 |-0.070| 0.273 | 2.0E-01 [3.4E-02| -32.438 | -81.488 | 16.611 | 1.2E-01)|2.4E-02|-0.122(-0.274| 0.031 | 9.8E-01|3.2E-01 | -0.020 | -1.778 | 1.738 | 9.4E-01[1.9E-01|-0.002|-0.062 | 0.057
< B*40:01 | 46 0 0 7.2E-02[1.5E-01 0.257 |-0.023| 0.538 | 1.8E-01[3.3E-02| -53.532 |-132.182] 25.117 | 6.3E-02 | 1.8E-02|-0.232(-0.477| 0.013 | 6.2E-02 | 4.3E-02 | -2.680 | -5.497 | 0.136 | 1.9E-01[6.4E-02|-0.065|-0.161 | 0.031
B*81:01 | 16 -1 0 e |8.4E-01|7.5E-01]-0.062|-0.654 [ 0.529 | 1.0E-01|2.3E-02|-129.254 | -284.657 | 26.150 | 5.5E-01 |6.8E-02|-0.157|-0.671) 0.357 | 7.8E-01[2.7E-01| 0.680 | -4.026 | 5.385 | 1.0E-03|1.7E-03|-0.317(-0.508 [-0.127
C*03:04 | 427 -1 0 . 1.4E-01)2.5E-01| 0.078 [-0.025] 0.181 | 2.8E-01| 4.4E-02 | -15.866 | -44.387 | 12.656 | 2.1E-01|3.2E-02|-0.058|-0.149 0.032 | 4.2E-02|3.2E-02| -1.054 | -2.072 | -0.037]1.7E-01| 6.4E-02 [-0.024 [-0.059 | 0.010
C*04:01 | 1237 -2 -1 . . 3.0E-03 [2.4E-02| 0.116 | 0.039 | 0.193 | 8.7E-02 [ 2.2E-02| -18.893 | -40.558 | 2.772 |9.0E-03|6.5E-03|-0.089(-0.157|-0.022] 6.8E-02 | 4.3E-02 | -0.669 | -1.388 | 0.050 | 4.3E-01[1.0E-01|-0.010|-0.035| 0.015
C*07:02 | 1171 -1 -1 . 2.5E-02(7.2E-02| 0.084 | 0.011 | 0.158 ] 5.2E-02[1.6E-02| -22.708 | -45.631 | 0.215 |5.0E-02|1.7E-02(-0.072(-0.144] 0.000 | 7.6E-02 {4.5E-02(-0.737 { -1.553 | 0.078 | 2.1E-01|6.7E-02|-0.018|-0.046 0.010

Analisis MULTIVARIABLE de la cohorte MEX (n=1679)

Asociaciones HLA
con el Modelo Linear

Score HLA-
Resultado VIH basado | Score HLA- Gen:j:lt::: :oGr tm Carga Viral de VIH en plasma (CVp) Conteo de T CD4 Z-score Porcentaje de T CD4 Cociente CD4/CD8
en5 VIH basado

ala ) ALELO N parametros en2 variables confusoras

progresion (CVp, CD4, Z- | para ros (e, p<0.05 & g<0.2)

por VIH score, %CD4, | (CVp, CD4) ole|B

CD4/CD8) g :O: § 8 § Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95%

X8
= A*03:01 | 137 3 1 o e | e 2.0E-01[3.8E-02(-0.105|-0.266 | 0.056 | 1.0E-03 [ 1.0E-03 | 87.157 | 37.971 |136.344|5.0E-03|4.2E-03| 0.214 | 0.065 | 0.363 | 9.0E-03 | 3.4E-04| 2.425 | 0.608 | 4.241 | 1.3E-01|6.6E-02| 0.047 |-0.014 | 0.108
‘8 A*26:01 | 62 2 1 o | e 2.8E-01[4.9E-02(-0.130|-0.365| 0.105 | 1.7E-02 [9.6E-03 | 85.535 | 15.614 |155.457|3.1E-02|1.9E-02| 0.235 | 0.021 | 0.448 | 6.5E-01 [ 6.1E-03 | 0.600 | -1.990 | 3.189 | 9.6E-013.3E-01-0.002 [-0.089 | 0.084
b B*14:02 | 101 1 0 e | 1.7E-01(3.7E-02|-0.202)-0.487 | 0.084 | 1.1E-01)3.8E-02| 70.855 | -14.816 [156.526]7.5E-02|3.6E-02 | 0.236 |-0.024| 0.496 | 1.9E-01|2.1E-03| 2.111 | -1.037 | 5.259 | 2.0E-02|2.1E-02| 0.084 | 0.013 | 0.154
'6 B*15:39 6 5 2 (K] e | 1.0E-05|1.1E-05|-1.402|-2.121|-0.684| 4.0E-03 | 2.8E-03 | 318.107 | 102.483 |533.731| 1.0E-05 [ 1.4E-05| 1.267 | 0.615 | 1.920 | 5.0E-03 | 2.8E-04 | 11.334| 3.490 [19.178]6.0E-03 [1.0E-02| 0.372 | 0.108 | 0.636
£ B*27:05 | 46 5 2 o e | o | e e |1.0E-05[1.1E-05|-0.678(-0.948|-0.409| 1.0E-05|2.1E-05| 281.774 | 201.062 |362.485] 1.0E-05 | 1.4E-05 [ 0.845 | 0.600 | 1.090 | 1.0E-05 [2.3E-06| 9.249 | 6.298 |12.199] 1.0E-05|2.9E-05 | 0.289 | 0.190 | 0.388
3 B*39:02 | 68 3 1 . e | o | 1.2E-02|5.0E-03|-0.284|-0.505 [-0.063] 5.5E-01 | 1.4E-01| 20.225 | -46.158 | 86.609 | 8.4E-02 |3.6E-02| 0.177 |-0.024| 0.378 | 2.3E-02 | 5.8E-04 | 2.913 | 0.402 | 5.424 | 4.0E-03|8.6E-03| 0.121 | 0.038 | 0.203
g B*40:05 | 18 1 1 . 8.9E-01[1.2E-01(-0.030|-0.460| 0.399 | 1.9E-02 [9.8E-03 | 153.089 | 24.732 |281.446|1.5E-01|4.9E-02| 0.288 |-0.102 | 0.678 | 1.2E-01|1.8E-03| 3.707 | -0.972 | 8.387 | 3.3E-01 | 1.4E-01| 0.078 | -0.080 | 0.235
S' B*57:01 | 31 5 2 e | e | e | e | e |10E-05[1.1E-05(-0.809(-1.139|-0.478|5.0E-03 [3.1E-03 | 142.452 | 43.758 | 241.146| 1.0E-05|1.4E-05| 0.661 | 0.363 | 0.960 | 4.0E-03 | 2.8E-04| 5.297 | 1.701 | 8.893 | 1.0E-05|2.9E-05| 0.311 | 0.190 [ 0.431
T B*57:03 | 17 5 2 e | e | e | e | e |10E-03(6.7E-04(-0.816|-1.288)|-0.344|3.0E-03 [2.7E-03 | 211.301 | 69.935 |352.667|1.0E-05|1.4E-05| 0.785 | 0.357 | 1.213 | 2.7E-02|6.1E-04| 5.833 | 0.671 |10.995] 1.0E-05|2.9E-05| 0.331 | 0.158 | 0.504
g C*02:02 | 74 0 0 1.9E-013.8E-02|-0.169 [-0.420| 0.082 | 3.7E-01 | 1.0E-01| 34.934 | -40.883 [110.7522.2E-01|6.5E-02| 0.144 |-0.086 | 0.374 | 7.7E-01)7.0E-03| 0.410 | -2.352 | 3.172 | 4.5E-01|1.9E-01| 0.036 |-0.057 [ 0.129
.g C*03:03 | 121 4 1 o e | e | e |20E-03|1.1E-03 (-0.267|-0.436|-0.097] 1.1E-01|3.9E-02| 41.231 | -9.880 | 92.342 |1.3E-02|9.8E-03| 0.197 | 0.042 | 0.352 | 2.1E-02 [5.8E-04| 2.220 | 0.332 | 4.108 ] 1.4E-02|1.7E-02| 0.080 | 0.016 | 0.144
.g C*08:01 | 143 1 0 e | 5.3E-02|1.4E-02|-0.156|-0.314| 0.002 | 3.6E-01 | 1.0E-01 | 21.940 | -25.480 | 69.360 | 1.2E-01 [4.8E-02| 0.113 [-0.030| 0.257 | 1.7E-01|2.1E-03| 1.224 | -0.510 | 2.958 | 4.2E-02 |3.3E-02| 0.061 | 0.002 | 0.119
2 C*08:02 | 132 2 1 3 e |3.1E-01|5.2E-02|-0.131|-0.384| 0.122 | 1.0E-05 | 2.1E-05 | 108.668 | 59.084 |158.252|1.4E-01|4.9E-02| 0.172 [-0.057| 0.402 | 2.1E-01|2.3E-03| 1.768 | -1.014 | 4.551 ] 2.6E-02 | 2.5E-02| 0.070 | 0.008 | 0.132
C*14:02 | 25 5 2 o | o | e e | e |10E-03)|6.7E-04(-0.596|-0.957|-0.234] 1.0E-05|2.1E-05| 217.806 | 109.801 |325.811| 1.0E-05 | 1.4E-05| 0.701 | 0.374 | 1.029 | 1.0E-03 [ 1.1E-04| 6.614 | 2.669 |10.558] 1.4E-02|1.7E-02| 0.167 | 0.034 [ 0.300
A*23:01 | 59 -1 -1 o 3.0E-02 [ 1.0E-02| 0.260 | 0.025 | 0.495 | 9.0E-01|2.2E-01| -4.490 | -75.155 | 66.174 | 1.8E-01|5.4E-02 [-0.147|-0.361| 0.067 | 4.9E-01|4.8E-03| 0.917 | -1.659 | 3.492 | 8.0E-01|2.9E-01( 0.011 [-0.076| 0.098
K] A*24:03 | 6 -1 -1 . 3.8E-02 [1.2E-02 0.758 | 0.040 | 1.476 | 2.1E-01 | 6.8E-02 | 138.916 | -76.892 | 354.724| 6.8E-01|2.4E-01|-0.137|-0.791 0.517 | 4.0E-01 | 4.2E-03 | 3.346 | -4.508 | 11.199] 6.9E-01|2.6E-01| 0.055 |-0.210( 0.319
T A*68:03 | 175 -3 -1 ol e ® |3.9E-01|6.2E-02 0.064 [-0.081] 0.209 | 4.0E-03 | 2.8E-03 | -64.045 |-107.786| -20.303 | 2.6E-02 | 1.8E-02 |-0.150|-0.283 [-0.018| 1.8E-01 | 2.1E-03 | -1.222 | -3.015 | 0.572 | 4.0E-02 | 3.3E-02|-0.063 |-0.123 | -0.003
= B*15:30 | 17 -1 0 . 6.6E-01[9.6E-02 [-0.099 |-0.542| 0.344 | 1.0E-01 [3.8E-02 |-110.855 | -243.351| 21.642 | 4.4E-01|1.2E-01|-0.157|-0.559 | 0.245 | 1.3E-02 | 4.2E-04 | -6.096 |-10.912|-1.280 1.2E-01 | 6.6E-02|-0.129|-0.292 | 0.033
; 8 B*35:12 | 159 -1 -1 . 7.5E-01[1.0E-01 0.025 |-0.129| 0.180 | 2.9E-02 [ 1.4E-02 | -52.026 | -98.636 | -5.415 | 1.5E-01|4.9E-02 |-0.103 |-0.245| 0.038 | 9.6E-02 [1.7E-03 | -1.449 | -3.153 | 0.255 | 6.6E-01|2.6E-01-0.013[-0.070| 0.045
] B*37:01 | 11 -1 -1 o 2.8E-02(1.0E-02| 0.600 | 0.066 | 1.133 | 3.9E-01 | 1.0E-01| -70.261 |-230.038| 89.517 | 8.6E-02 | 3.6E-02 [-0.425|-0.910| 0.060 | 1.4E-01|1.9E-03 | -4.352 | -10.176| 1.472 | 1.3E-01|6.6E-02 (-0.151[-0.347| 0.045
_5 = B*39:05 | 246 -3 -1 e | o | e 9.3E-02|2.2E-02 0.111 |-0.018 | 0.240 | 1.0E-03 [ 1.0E-03 | -66.059 |-104.814 | -27.304 | 2.0E-03 | 1.9E-03 |-0.190-0.307 | -0.072] 8.0E-03 | 3.4E-04 | -2.192 | -3.808 |-0.576 ] 6.2E-02 | 4.1E-02|-0.051-0.104 | 0.003
_E C*04:01 | 668 0 0 4.2E-01|6.4E-02| 0.038 [-0.055| 0.130 | 8.4E-02 | 3.5E-02 | -24.341 | -51.949 | 3.267 |7.5E-023.6E-02-0.076|-0.160| 0.008 | 1.3E-01 [ 1.8E-03| -0.801 | -1.825 | 0.222 | 2.7E-01|1.2E-01(-0.019|-0.053| 0.015
38 C*06:02 | 140 -1 -1 . 3.0E-03 [1.4E-03 | 0.250 | 0.085 | 0.416 | 3.7E-01 [1.0E-01 | -22.165 | -70.312 | 25.981 | 1.5E-01|4.9E-02|-0.108 | -0.254 | 0.038 | 6.3E-02 | 1.2E-03 | -1.668 | -3.427 | 0.091 | 9.7E-02 | 6.0E-02 |-0.050-0.110 | 0.009
< C*07:02 | 666 -3 -2 o e | e 4.7E-02|1.3E-02| 0.094 | 0.001 | 0.187 | 1.0E-03 | 1.0E-03 | -45.566 | -73.440 [-17.693 ] 2.0E-03 | 1.9E-03 [-0.135(-0.219|-0.050) 1.2E-01 | 1.8E-03 | -0.921 | -2.085 | 0.244 ] 2.7E-01|1.2E-01|-0.022 [-0.062 | 0.017
C*16:01 | 98 -1 0 . 2.0E-01(3.8E-02 0.124 |-0.066] 0.313 | 5.7E-02 [ 2.5E-02 | -54.903 |-111.537| 1.730 |5.2E-02|2.9E-02]-0.171-0.342 0.001 | 3.2E-02 | 6.6E-04 | -2.285 | -4.379 |-0.191]5.3E-02 | 3.8E-02|-0.070|-0.140( 0.001

Analisis MULTIVARIABLE de la cohorte CAM (n=1534)



Asociaciones HLA

con el Modelo Linear

Score HLA-
Resultado VIH basado | Score HLA- Gene.rallzado o GLM Carga Viral de VIH en plasma (CVp) Conteo de T CD4 Z-score Porcentaje de T CD4 Cociente CD4/CD8
en5 VIH basado ajustados por
ala | aero | n | parametros en2 variables confusoras
pr:::flsll:n (CVp, CD4, Z- | parametros (¢, p<0.05 & q<0.2)
score, %CD4, | (CVp, CD4) oo uno
€D4/CD8) g é § 38 $ Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95% Valor p | Valor q | Coef. 1C 95%
N8
g A*02:05 | 38 3 1 (KN K] 1.0E-01 4.9E-02|-0.273]-0.600| 0.053 | 1.0E-05 | 3.2E-05 | 187.488 | 101.809 | 273.166] 2.0E-03 | 6.4E-03 | 0.446 | 0.170 | 0.722 | 1.8E-02|2.2E-03 | 3.622 | 0.633 | 6.610 | 9.3E-02|1.4E-01) 0.091 [-0.015| 0.197
8 A*03:01 | 162 1 1 3 6.1E-01|1.5E-01 [-0.044|-0.213| 0.124 | 4.1E-02 [ 2.4E-02 | 46.582 1.988 | 91.176 | 3.3E-01(9.5E-02| 0.072 |[-0.072| 0.216 | 1.5E-01|8.5E-03 | 1.124 | -0.422 | 2.670 | 4.0E-01[3.2E-01| 0.023 [-0.031| 0.078
w A*11:01 | 94 2 1 o | e 8.8E-02 | 4.8E-02 [ -0.189|-0.405 | 0.028 | 6.0E-03 | 6.4E-03 | 80.225 | 22.991 |137.458]2.1E-02|1.2E-02| 0.217 | 0.033 | 0.401 | 8.7E-02 | 6.6E-03 [ 1.737 | -0.253 | 3.727 | 2.5E-01|2.4E-01| 0.041 |-0.029 0.111
2 A*25:01 | 20 4 1 o | o | e | e |33E-01[9.86-02|-0.223)|-0.669 | 0.223 | 1.0E-03 | 2.1E-03 | 197.811 | 80.585 [315.037]2.0E-02|1.2E-02( 0.450 | 0.072 | 0.827 | 1.0E-03 | 5.0E-04| 7.157 | 3.081 [11.232]1.0E-05|5.1E-05| 0.262 | 0.119 | 0.405
% A*30:02 | 116 2 1 . [ 3.0E-03 [ 1.8E-02|-0.292 | -0.486 [-0.097] 4.6E-01 | 2.3E-01| 19.150 | -32.021 | 70.321 |3.9E-02|1.7E-02| 0.174 | 0.009 | 0.339 | 6.1E-01|2.5E-02| 0.464 | -1.310 | 2.238 | 4.8E-01|3.6E-01 | 0.023 [-0.040]| 0.085
-Iu B*42:01 | 27 2 0 e | o |6.0E-01|1.5E-01|-0.106|-0.501| 0.289 | 4.1E-01|1.1E-01| 45.178 | -61.063 |151.419]|4.6E-01|1.3E-01| 0.127 [-0.214| 0.469 | 1.4E-02 [ 2.0E-03 | 4.631 | 0.944 | 8.319 | 1.0E-03 [3.8E-03| 0.224 | 0.092 | 0.356
> B*51:07 | 6 3 1 AEKRK) 1.4E-016.0E-02 [-0.608|-1.419| 0.203 | 2.4E-02 | 1.7E-02 | 246.924 | 33.116 |460.731]3.8E-02|1.7E-02| 0.729 | 0.042 | 1.416 | 2.2E-02 [ 2.4E-03 | 8.680 | 1.244 |16.116]5.5E-02 [9.3E-02) 0.255 [-0.006| 0.516
=1 B*57:01 [ 30 5 2 @ | e | e e | e |25E-02)|3.0E-02(-0.449|-0.841)|-0.057] 2.1E-02|1.7E-02| 121.753 | 18.301 |225.206|7.0E-03|9.0E-03| 0.456 | 0.123 | 0.788 | 3.0E-03 [ 6.0E-04| 5.480 | 1.888 | 9.071 | 3.0E-02|6.5E-02) 0.139 | 0.013 | 0.265
ﬁ B*57:02 5 2 0 e | o |2.86-01|8.7E-02|-0.513|-1.442| 0.416 ] 2.2E-01|7.0E-02 | 151.914 | -90.174 |394.001| 1.8E-01|5.9E-02| 0.543 [-0.244| 1.330 | 1.0E-03 [ 5.0E-04|13.440| 5.291 |21.588] 1.0E-05|5.1E-05) 0.984 | 0.668 | 1.301
% B*57:03 | 21 0 0 8.6E-02 | 4.8E-02 [ -0.466|-0.998 | 0.066 | 2.3E-01 | 7.0E-02| 85.914 | -53.950 | 225.778] 7.5E-02 | 3.0E-02 | 0.408 |-0.042| 0.857 | 1.6E-01 | 8.5E-03 | 2.996 | -1.210 | 7.203 | 1.4E-01|1.7E-01| 0.111 |-0.036| 0.259
'g C*12:03 | 96 3 1 e | o | e 2.1E-01|7.0E-02(-0.136|-0.351| 0.078 | 4.0E-03 [ 5.1E-03 | 83.953 | 27.429 |140.478]1.6E-02|1.2E-02| 0.224 | 0.042 | 0.407 | 3.7E-02|3.3E-03 | 2.091 | 0.123 | 4.060 | 1.5E-011.7E-01] 0.051 [-0.018| 0.120
'g C*17:01 | 60 0 0 5.1E-01{1.4E-01|-0.089-0.355( 0.178 | 1.4E-01 | 5.3E-02| 53.361 | -17.477 [124.199]2.2E-01|6.8E-02 | 0.141 |-0.086| 0.369 | 1.6E-01|8.5E-03| 1.763 | -0.699 | 4.224 | 9.6E-01|5.9E-01 [-0.003 [-0.105| 0.099
< C*18:01 | 29 5 2 o | o | e e | e |41E-02)|3.5E-02(-0.450]-0.881|-0.019] 4.0E-03 | 5.1E-03 | 146.358 | 48.008 |244.709|1.8E-02|1.2E-02| 0.441 | 0.076 | 0.806 | 7.0E-03 [ 1.2E-03 | 4.725 | 1.311 | 8.139 ] 1.0E-05|5.1E-05] 0.233 | 0.112 | 0.354
o A*02:01 | 538 0 0 4.0E-01]1.1E-01 [ -0.048(-0.160| 0.064 | 5.9E-02 | 2.9E-02 | -28.389 | -57.858 | 1.081 |5.2E-01|1.4E-01|-0.032(-0.128| 0.065 | 5.8E-01 [ 2.5E-02|-0.289 | -1.302 | 0.724 | 3.2E-01[2.7E-01|-0.018 |-0.054 | 0.018
2 A*02:06 | 130 -1 0 e | 1.6E-01 [6.4E-02|-0.135)-0.325 0.054 | 1.5E-01 ) 5.5E-02 | -36.884 | -87.592 | 13.824 | 9.0E-01)2.3E-01(-0.010|-0.173| 0.152 | 7.7E-02 | 6.4E-03 | -1.583 | -3.336 | 0.170 | 4.6E-02|8.7E-02 [-0.063 |-0.124|-0.001
5 A*24:02 | 466 -2 -1 °| o 8.9E-02 (4.8E-02| 0.100 [-0.015 0.215 | 3.1E-02 | 2.0E-02 | -33.484 | -63.970 | -2.998 |7.0E-03 | 9.0E-03 [-0.136|-0.234|-0.038] 2.9E-01 | 1.4E-02| -0.570 | -1.624 | 0.483 | 5.5E-01|4.0E-01(-0.011[-0.049| 0.026
3 A*36:01 | 16 -3 -1 o o | e 3.4E-02 (3.4E-02| 0.558 | 0.041 | 1.075 | 2.9E-01 | 8.5E-02 | -72.959 |-208.659| 62.741 | 3.5E-02 | 1.7E-02 | -0.469 | -0.905 | -0.034| 3.0E-02 | 3.0E-03 | -5.065 | -9.632 [-0.498]1.2E-01|1.6E-01(-0.132(-0.297| 0.033
z A*68:01 | 148 -5 -2 e | e | e e | e |15E-02|2.5E-02|0.217 | 0.043 | 0.391 ] 1.0E-05|3.2E-05 | -83.968 |-130.048 | -37.889 | 1.0E-05 | 6.4E-05|-0.270(-0.418|-0.122] 2.0E-03 | 5.0E-04 | -2.513 | -4.104 | -0.922 ] 2.5E-02 | 6.3E-02)-0.064 [ -0.121 |-0.008
> A*68:03 | 195 -3 0 e | o | o |1.1E-01|4.9E-02| 0.131 |-0.028( 0.291 | 1.3E-01|5.3E-02| -33.621 | -77.569 | 10.327 | 1.4E-02|1.2E-02|-0.169 |-0.304 |-0.034] 2.0E-03 | 5.0E-04 | -2.261 | -3.716 |-0.805 | 6.0E-03 [ 1.8E-02|-0.071(-0.123|-0.020
; B*35:02 | 20 -2 -1 ° o 1.7E-02 [ 2.5E-02| 0.577 { 0.101 | 1.052 | 7.3E-02 | 3.3E-02 |-113.149|-236.853 [ 10.555 | 7.0E-03 | 9.0E-03 [-0.547|-0.944 |-0.150] 1.4E-01 [ 8.5E-03 | -3.220 | -7.524 | 1.085 | 2.3E-01|2.4E-01(-0.093|-0.244| 0.058
] B*35:12 | 114 -1 0 ° 8.0E-02 [4.8E-02| 0.195 [-0.023 | 0.413 | 2.2E-01 | 7.0E-02 | -33.825 | -87.771 | 20.122 | 1.1E-02 | 1.2E-02 [-0.226|-0.399 | -0.053| 8.5E-01 | 3.4E-02 | -0.186 | -2.062 | 1.690 | 7.7E-01|5.1E-01 | 0.010 |[-0.056| 0.076
§ B*39:05 | 114 -1 -1 . 1.9E-01|6.8E-02 | 0.138 |-0.068 | 0.345 | 2.0E-02 | 1.7E-02 | -67.453 |-124.337| -10.570 | 8.4E-02 | 3.2E-02 | -0.161 [-0.344| 0.022 | 1.5E-01 [ 8.5E-03 | -1.464 | -3.439 | 0.512 | 9.7E-01[5.9E-01)-0.001 [-0.071| 0.068
.E C*03:03 | 75 0 0 7.3E-01{2.1E-01| 0.043 [-0.196| 0.282 | 5.6E-02 | 2.9E-02 | -61.404 |-124.267| 1.459 |2.2E-01|6.8E-02|-0.126|-0.328| 0.077 | 1.2E-01|8.5E-03 [ -1.737 | -3.923 | 0.450 | 2.4E-01|2.4E-01(-0.046|-0.123| 0.030
§ C*04:01 | 569 -2 -1 ° [ 6.0E-03 [ 1.8E-02| 0.163 | 0.046 | 0.279 | 1.3E-01 | 5.3E-02| -22.035 | -50.830 | 6.760 |2.5E-02|1.3E-02|-0.113|-0.212|-0.014]5.6E-01|2.5E-02(-0.295 | -1.295 | 0.705 | 7.7E-01|5.1E-01[-0.005|-0.041| 0.030
< C*07:02 | 505 0 0 1.9E-01|6.8E-02 | 0.078 |-0.040| 0.195 | 4.1E-01|1.1E-01| -13.706 | -46.481 | 19.069 | 1.5E-01|5.5E-02|-0.072(-0.172| 0.027 | 2.1E-01 [ 1.0E-02 | -0.689 | -1.766 | 0.389 | 3.0E-01 |2.7E-01)-0.020-0.058 | 0.018




Tabla Suplementaria $10. Resumen de anilisis univariables y multivariables de las asociaciones HLA-VIH de PROTECCION y de RIESGO usando 5 parametros clinicos en la cohorte combinada MEX/CAM y en las cohortes individuales.

e denota las asociaciones entre la expresion de alelos HLA y 5 parametros clinicos en la cohorte combinada MEX/CAM (tabla izquierda) y de las cohortes individuales (tablas derecha) que fueron significativas (p<0.05, g<0.2) en analisis univariable y en
analisis multivariables que corrigieron por el género, edad, lugar geogréfico de reclutamiento y por el efecto de alelos HLA con p<0.001 para cada parametro clinico en el analisis univariable (primer analisis multivariable mostrado en Tabla Suplementaria 9)
y para cada alelo HLA en desequilibrio de ligamiento con los alelos asociados con los pardmetros clinicos (segundo andlisis multivariable). Las multiples comparaciones fueron abordadas con valores qg. Para las asociaciones previamente descritas ver
referencias en la Ultima columna. a, asociaciones HLA-VIH encontrada con un efecto contrario en nuestras cohortes. Nueva asociacion, asociacion HLA-VIH encontrada en el presente estudio y que no ha sido reportado previamente en la literatura.

Cohorte combinada MEX/CAM (n=3213) Cohorte MEX (n=1679) Cohorte CAM (n=1534)
z |z Ler analisis MULTIVARIABLE Ter analisis MULTIVARIABLE Tor amilists MULTIVARIABLE
s |8 (Regresion lineal [Modelo (Regresién lineal [Modelo s >
R Lineal Generalizado o GLM] . . . Lineal Generalizado o GLM] o o . (Regresidn lineal [Modelo Lineal o . .
5 |z|$ Andlisis UNIVARIABLE (prueba U de | ajustad por o gémere, edad, | _ 200 2ndlsis MULTIVARIABLE (Regresicn lineal [ModeloLineal [ e ere oo ool s SS0mSiasio 08 | 2do analiss MULTIVARIABLE (Regresin lineal [Modelo Lineal |, L o \\1uacinel e (orueba U de| SCTer@1i2200 0 GLMI ajustado 2do anlisis MULTIVARIABLE (Regresicn lineal [Modelo Lineal
s 5|8 \ el Generalizado o GLM] ajustado con los alelos HLA en desequilibrio de v ol Generalizado o GLM] ajustado con los alelos HLA en deseqilibrio de \ por el género, edad, lugar | Generalizado o GLM] ajustado con los alelos HLA en desequilibrio de
§ [2]3 Mann-Whitney (s, p<0.05, q<0.2]) | lugar geografico y por los Tgammlento [o, pe0.05, 2<02]) Mann-Whitney [s, p<0.05, <0.2]) | ~ lugar geogrfico y por los Hgamiento (o, p<0.05, 02]) Mann-Whitney [o, p<0.05, q<0.2]) | _ P CE5nere, e Luear Hgamiento (o, p<0.05, 02])
§ S| g |AleloHLA alelos con p<0.001 para cada lgamiento [¢, p<0.05, <0 alelos con p<0.001 para cada & » P<0.05, 6<0- geograficoy por & » P<0.05, a<0- "
s |2|< < o h - P<0.001 para cada parimetro previamente
ENE parametro clinico [#, p<0.05, parametro clinico [+, p<0.05, sty descritas
s |5| 2 <02]) a<02])
:|E el<]8 ARE ARE el<[3 el<]8 el<]8 ARE el<]8 el<]8
s 0% score (|| 5[8(8] score |2|x| 5|88 |oesequiibriode| score [ |=|§[3|8 ) score |a|x| 5|8 (8] score | 2| 2|§| 5|8 |pesequiibriode| score ||| (7|8 ! score | o2 |§|8|8 scoretital o| x| |5 |8 [pesequiibriode| score | 2|2 |55 |8 !
& |2 N luavi|S |8 kS gnm-vm S8 HE gngamienm(m) HLAviH| G | 8 HE E Observaciones | N |5 yiy| G | 8 3R R k] kL gligamienlo(LD] HLAviH| S | 8 kS g Observaciones | N |0 iy 3 | 8 HE E v |58 kS gligamienlo(LD] HLAViH| S | 8 k] g Observaciones
Permanecic Permanedc
e significativo después icati 2004 (LD
. A*02:05| 71 | a efe|o|e| 3 ofe]e ovebavdved RPN O IO IO Y de tenerencuenta [ NA| 0 NA NA _ 8| 2 ofe 3 ofofe 8'50:01 3 ofefe de tener en cuenta |B5801), Koehler
o la presencia de la presencia de  |2010, Leslie 2010
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
Permanecio Permaneci Permanecio
significativo después significativo después icativo desp
o |a%03:01[209| 4 ole|ole| s ofo|o| |eoroemes| 3 olefe de tener en cuenta [137| 3 ofofe 3 ole|e ao7:02 3 olee de tener en cuenta |162| 1 . 1 . B07:02 2 ol de tener en cuenta
Ia presencia de Ia presencia de Ia presencia de
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
Permanecio
significativo después
. A*1z:01f202| 4 ole|olef 1 . B39:05 3 olefe de teneren cuenta | NA| 0 NA NA %l a olelole| = ol NA O'Brien 2001 (A11)
Ia presencia de
alelos HLA en LD.
Permanecio Permaneds
significativo después icativo desp
de tener en cuenta de tener en cuenta
Ia presencia de Ia presencia de
. A*25:01| aa | 3 of [ofef s of |ofe|cnopmn| 1 o | ateloshiaento. [na| o NA NA 0| 3 of [o]ef @ ofo|o]efemorcnn| 3 of [o]e] ateloshiaento. :f":vwzgzzs“‘zs"
C*12:03 también €*12:03 también
tuvo un efecto tuvo un efecto
significativo en el significativo en el
modelo. modelo.
Permaneci
significativo después
de tener en cuenta Permaneci6
Ia presencia de significativo después
. A*26:01| 143 | 2 ol 1 . Br3801,C'12:03 | 2 ofe alelos HLAenLD. |62 | 2 oo 2 ol B3m0LC203 | 2 oo de tener en cuenta [ NA| 0 NA NA za,;'::n]zg;oi(:é?)'
C*12:03 también la presencia de
tuvo un efecto alelos HLA en LD.
significativo en el
modelo.
Permaneci6 Permanecio Tang 2002
I significativo después icati 03), Koehler
. A*30:02 | 171 2 . . 1 . CBS'CD'ID,:;:.DL 2 . . de tener en cuenta | NA ) NA - NA - 116 2 . . 2 . . B*18:01,C*05:01 2 . . de tener en cuenta |2010(LD B5703),
la presencia de la presencia de | Tang 2010
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD. |(A30+C03)
Permanecio
o e, significativo después
od| |B*07:02[301| 1 . 2 of |of [Eo2sool ofofe] |detenerencuenta[na| o NA NA Na| o NA NA Fellay 2009
11505, Ct0401 (opposite effect)
Ia presencia de
alelos HLA en LD.
No se puede definir
Ia asociacion debido Permanecié
ceon0n 641400, a un fuerte LD con — significativo después
. B*14:02 | 189 5 o le|ofe|e 3 . * | o | coros, prascs [ C*08:02 (166/184 de| 101 5 e o efe|e 1 prosin 1 . de tener en cuenta | NA [ NA NA Lazaryan 2011
los B*14:02+ son Ia presencia de
también C*08:02+, alelos HLA en LD.
p=7.96E-195).
Permanecic Permaneci
significativo después significativo después
o |B*15:39[ 8 | 2 e . a2 fe|e]e o coos 5 |e|e|e|e]s|detenerencuenta| 6 | 5 [e|e|o|e|e] 5 [o|e|efe]|e s [e|e|e|e]s|detenerencuenta [Na] o NA NA
Ia presencia de Ia presencia de
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
X »P‘EFIY!anQCIO Permanecié X 0'Brien 2001
s oo, significativo después significativo después
. Be27:05[ 65 | 5 |efefefefe| s |e|e|e|e|e|THLETEN 5 fole|ele|e|detenerencuenta[as| 5 |e|e|e]|e|e] 5 [efe]e|ele| coo s |e|e|e|e|e|detencrencuenta [NA| o NA NA Es;;i'fj““?‘;‘)g
Ia presencia de Ia presencia de Keclow 1396 (827)
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
Permanecio Permanecio
significativo después significativo después
o |B*39:02| 8 | 2 ofe| 3 |o oo com 2 o | o|detenerencuenta|6s| 2 |e o 3 | o|e| con a | o|o|e|detenerencuenta [NA] 0 NA NA
Ia presencia de Ia presencia de
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
Permanecio Permanecio
significativo después significativo después
. B*40:05( 18 | 2 of |o 1 . cozon 2 of [o] |[detenerencuenta 18| 1 . 1 . conon 2 of |o] |detenerencuenta [NA| o0 NA NA miﬁ;ewsmu
Ia presencia de Ia presencia de
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
No se encontré
. B*40:06 | & 2 oo 2 oo NA desequilibriode | NA 0 NA NA NA [ NA NA Naruto 2012
ligamiento.
Permanecio
Permaneci6 de tener en cuenta
significativo después Ia presencia de | Matthews 2012,
. B*42:01| 42 4 o|eofe|e 2 o | o | c'17:01,A%30:00 3 e || e detenerencuenta |NA[ O NA NA 27 2 o|e 2 o | o [cr17:01,a%3001 2 e [ o | alelos HLA enD. [Leslie 2010,
la presencia de C*17:01 también |Carlson 2012
alelos HLA en LD. tuvo un efecto
significativo en el
modelo.




Asociaciones HLA-VIH de RIESGO

B*44:03

B*51:07

NA

B*57:01

NA

B*57:02

A%01:01,C*06:02,

Permanecié
significativo después|
de tener en cuenta
la presencia de
alelos HLA en LD.
C*06:02 también
tuvo un efecto
significativo en el
modelo.

B*57:03

NA

B*58:01

c*18:01

Permaneci
significativo después|
de tener en cuenta
la presencia de
alelos HLA en LD.

B*81:01

NA

€*02:02

NA

€*03:02

B°15:03,8°27:05

ELLD con B+27:05
puede explicar el
efecto significativo.

€*03:03

NA

€*03:05

B°15:01,8°52:01,
8°55:01

Permanecié

significativo después|

de tener en cuenta
la presencia de
alelos HLA en LD.

€*08:01

NA

€*08:02

874801, 6°51:02

No se puede definir
la asociacion debido
2 un fuerte LD con
848,01 and
B*51:02 (PDA)
(113/143 de los
C*08:01+ son
también B*48:01+ o
B*5102+; p=1.42€-
107, p=4.87€-15,

C€*12:02

No se puede definir
la asociacion debido
2 un fuerte LD con
B*14:02 (PDA)
(89/134 de los.
C*08:02+ son
también B*14:02+;
p=2.94E-101).

€*12:03

NA

NA

Naruto 2012, Leslief
2010, Carlson 2012

0'Brien 2001 (B51)

Kaslow 1996 (857),
Migueles 2000,
Gao 2001 (B57),
Tang 2002 (857),
0'Brien 2001
(857), Kipiela
2004, Lazaryan
2011, Matthews
2012, Tang 2010,
Fellay 2009

0'Brien 2001
(B57), Leslie 2010,
Kloverpris 2012

Carlson 2012

Leslie 2010, Kipiela
2004, Naruto 2012,
Koehler 2010 (ce,
ACDClade),
Matthews 2012,

Kipiela 2004,
Matthews 2012,
Leslie 2010,
Carlson 2012

0'Brien 2001
(C02), Fellay 2009

Leslie 2010

Naruto 2012 (ce),
Tang 2010
(A30+C03)

Tang 2010
(A30+C03)

Matthews 2012

Matthews 2012
(Co8)

Naruto 2012,

Matthews 2012
(C12), Leslie 2010,
Carlson 2012




Permanecié
significativo después|

Permanecié
significativo después|

o

rien 2001

12 8'51:01,8'51.07, 5101 .
. cr402|ss | 3 4 e 2 de tener encuenta | 25 | 5 s o s o | de tenerencuenta |NA| 0 NA NA (€14 Cartoon 2012
Ia presencia de Ia presencia de
alelos HLA en LD. alelos HLA en LD.
No se encontré
O'Brien 2001
. cr4:03) 6 | 2 2 NA desequilibriode | NA| 0 NA NA Na| o NA NA (C14), Naruto 2012
ligamiento.
Permanecio
£l desequilibrio con R EIAETED
B*42:01,A*30:01, B*42:01 puede B%42:01, A*3001, la presencia de Matthews 2012
. c*17:01f106| 3 0 saroz,eta0n | 0 2 Na| o NA NA 60| 3 0 oeissd BT alelos HLA en LD, |(c17), Carlson 2012
% explicar su efecto w4102, 84202 t
B*42:02 i B*42:01 también | (ce)
significativo.
tuvo un efecto
significativo en el
modelo.
Permaneci Permanecio
significativo después icativo d
de tener en cuenta de tener en cuenta | Tang 2002 (C18),
8757:03,8°51:01, pesendiads) la presencia de |Koehler 2010(LD
. cago1f 37| s 4 BEE - q o | alelosHtaentd. |NA| o NA NA 9| s s o | esroreszos | 4 o | alelos HaenLD. [B5703), Matthews
B*57:03 también B*8101y B*57:03 [2012 (C18), Leslie
tuvo un efecto también tuvieron un| 2010
significativo en el efecto significativo
modelo. en el modelo.
Permanecic
significativo después
A%01:02( 8 | 1 2 sas01 1 de tener en cuenta | NA| 0 NA NA N[ o NA NA
Ia presencia de
alelos HLA en LD.
835:12,8415:15, l deseauibrio con ELLD con B*35:12
. A*02:01 |1278| -2 0 c0303,8%202,| 0 S>d2puede f ol g NA NA 53| -1 0 83512 0 puede explicar el |Naruto 2012
. explicar el efecto
w3517 efecto significativo.
Permanecic :
N N " Permanecié
significativo después .
significativo después
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. Associations between HLA class | alleles and HIV progression in populations exhibiting Amerindian

: and Caucasian genetic admixture remain understudied. Using univariable and multivariable analyses

. we evaluated HLA associations with five HIV clinical parameters in 3,213 HIV clade B-infected, ART-

. naive individuals from Mexico and Central America (MEX/CAM cohort). A Canadian cohort (HOMER,
n=1622) was used for comparison. As expected, HLA allele frequencies in MEX/CAM and HOMER
differed markedly. In MEX/CAM, 13 HLA-A, 24 HLA-B, and 14 HLA-C alleles were significantly
associated with at least one clinical parameter. These included previously described protective (e.g.
B*27:05, B*#57:01/02/03 and B*58:01) and risk (e.g. B*35:02) alleles, as well as novel ones (e.g. A*#03:01,
B*15:39 and B*39:02 identified as protective, and A*68:03/05, B*15:30, B*35:12/14, B*39:01/06,
B*39:05~C*07:02, and B*40:01~C*03:04 identified as risk). Interestingly, both protective (e.g. B¥39:02)
and risk (e.g. B*39:01/05/06) subtypes were identified within the common and genetically diverse HLA-
B*39 allele group, characteristic to Amerindian populations. While HLA-HIV associations identified
in MEX and CAM separately were similar overall (Spearman’s rho=0.33, p=0.03), region-specific
associations were also noted. The identification of both canonical and novel HLA/HIV associations
provides a first step towards improved understanding of HIV immune control among unique and
understudied Mestizo populations.

Polymorphism within the human leukocyte antigen (HLA) class I (HLA-A, -B and -C) loci represents the strong-
est host genetic modifier of HIV disease progression'™. However, while HLA associations with HIV disease out-
come have been extensively studied in Caucasian and African populations™**-2%, Mestizo and other populations
exhibiting complex genetic admixture remain understudied in this context. Populations in Mesoamerica (defined
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here as Mexico and Central America) possess unique immunogenetics as a result of admixture between mainly
Amerindian and Caucasian, as well as African HLA haplotypes?”?%, making these ideal for the identification
of novel HLA correlates of HIV control. Here, we investigate HLA associations with five HIV clinical parame-
ters among HIV-1 subtype B-infected, antiretroviral naive individuals in Mexico (MEX cohort, n=1679) and 6
Central American countries: Guatemala, Belize, Honduras, El Salvador, Nicaragua and Panama (CAM cohort,
n=1534). We begin by characterizing the unique immunogenetics of this Mestizo population by comparing HLA
allele frequencies (AF) and haplotype structures (linkage disequilibrium, LD) to those of a mainly Caucasian
cohort from British Columbia, Canada (HOMER, n=1622)**. We then define protective and risk HLA class
alleles in the individual (MEX, CAM) and combined Mesoamerican (MEX/CAM) cohorts using a novel approach
that scores HLA alleles based on their associations with five interlinked clinical parameters relevant to HIV dis-
ease progression, while adjusting for HLA linkage disequilibrium, co-expression of known protective HLA alleles
and other potential confounding factors. Finally, we explore the extent to which HLA protective/risk alleles
observed in the MEX and CAM cohorts are universal versus region-specific.

Methods

Ethics statement. Recruitment and study of the Mexican and Central American cohorts was evaluated by
the Ethics Committee of the National Institute of Respiratory Diseases (INER) in Mexico City (protocol codes
E02-05, E10-10, E06-09). All experiments were performed in accordance to the protocol guidelines and regu-
lations of our Institution, and approved by the Ethics Committee of INER. All participants were adults (over 18
years) and gave written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki before blood sample
donation. Analysis of the BC HOMER reference cohort was approved and conducted according to the protocol
guidelines and regulations of the Providence Health Care/University of British Columbia Research Ethics Board.
All participants gave written informed consent and/or data were anonymized by REB-approved procedures.

Mexican and Central American cohorts. Three thousand two hundred and thirteen HIV-1 clade
B-infected, Antiretroviral Treatment (ART)-naive individuals from Mexico and from 6 out of 7 Central American
countries were enrolled by convenience sampling from 2000 to 2016 as part of an international multicenter
cross-sectional study to evaluate HIV molecular epidemiology, drug resistance prevalence and HLA adaptation
in Mesoamerica. Individuals were enrolled and donated a single blood sample at the time of HIV diagnosis or at
follow-up visits prior to starting ART according to national guidelines. Every HIV-infected person naive to ART
attending each participating clinic was offered the opportunity to participate during active recruitment periods.
No additional exclusion criteria were applied. In Mexico (MEX cohort), 1679 participants were enrolled in a
national collaborative network of clinics from 23 out of 32 Mexican states comprising Baja California, Campeche,
Chiapas, Chihuahua, Colima, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Mexico City, Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca,
Puebla, Queretaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, State of Mexico, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz and Yucatan.
From Central America (CAM cohort), 1534 subjects were recruited, including 418 from Guatemala, 102 from
Belize, 42 from El Salvador, 402 from Honduras, 254 from Nicaragua and 316 from Panama, using convenience
sampling. Participating institutions in Central America included: Guatemala: Roosevelt Hospital, Guatemala City
(a national referral center)®'; Belize: Ministry of Health, Belmopan; El Salvador: Rosales National Hospital, San
Salvador; Honduras: University School Hospital, Tegucigalpa; National Cardio-Pulmonary Institute, Tegucigalpa;
Mario Catarino Rivas Hospital, San Pedro Sula; Atldntida Hospital, La Ceiba; South Hospital, Choluteca (five
of the largest HIV clinics across the country)®% Nicaragua: Roberto Calder6n Hospital, Managua (the larg-
est reference center in the country)®*; Panama: Gorgas Memorial Institute for Health Studies, Panama City (a
national reference center)*. Demographic data were obtained via questionnaire at the time of sample dona-
tion. Blood samples, completed consent forms and demographic questionnaires were shipped to the Centre for
Research in Infectious Diseases (CIENI) of the National Institute of Respiratory Diseases (INER) in Mexico City,
a WHO-accredited laboratory for HIV genotyping, within 72 hours of collection. HIV clinical information (base-
line drug resistance test, plasma viral load [pVL] and CD4 counts) were sent back to the different Mexican states
or countries in Central America for clinical follow-up of the participants.

HOMER cohort. The HAART Observational Medical Evaluation and Research (HOMER) cohort?® from
British Columbia, Canada, a historic retrospective observational cohort comprising HIV-infected antiretroviral
naive individuals initiating their first combination antiretroviral treatment regimen since 1996, was used as a
reference for HLA allele frequency and HLA-pVL associations comparison. Clinical measurements from the ear-
liest available time point before initiating ART were used. pVL in the HOMER cohort were performed with either
Roche COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR UltraSensitive Test, version 1.5 (1996-2008)
or Roche COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan v1 HIV-1 Test (2008-2010). Median pVL and CD4 counts in the
HOMER cohort were 4.90 (IQR 4.33-5.26) log;, copies/mL and 340 (IQR 170-500) cells/uL respectively. The
cohort was predominantly male (86.2%), and the median age at recruitment was 37.4 (IQR 32-44) years. HOMER
is primarily composed of Caucasian individuals (>60%); a minority of individuals self-identified as Hispanic
(~2%) or Indigenous/Amerindian (~13%)*. The present analysis was restricted to subtype B-infected persons
(n=1622; 90% of total cohort®®). As described elsewhere?**, the majority of HLA class I types were defined at
subtype level resolution, with the remaining intermediate-resolution data imputed to subtype-level resolution
using a machine learning algorithm trained on HLA-A, B and C subtypes from >13,000 individuals with known
ethnicity™.

HIV subtyping. HIV subtypes were determined using REGA HIV Subtyping Tool (3.0) (http://dbpart-
ners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/) and confirmed with the Recombination
Identification Program® (RIP, www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIPhtml) using available plasma HIV pol
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(protease and reverse transcriptase) sequences, obtained as described elsewhere’!. All non-subtype B-infected
individuals were removed prior to analysis.

HIV clinical parameters. HIV pVL was determined by automated real-time polymerase chain reaction
(PCR) using the m2000 system (Abbott, Abbott Park, IL, USA) with a detection limit of 40 HIV RNA copies/
mL. CD45%, CD3*, CD4%" and CD8™ cell counts were obtained by flow cytometry using the Trucount Kit in
FACSCanto II instrument (BD Biosciences, San Jose, CA).

HLA class I typing. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient centrifu-
gation (Ficoll-Paque Pharmacia, Uppsala, SE) from blood samples from MEX cohort, while buffy coats were iso-
lated from CAM cohort blood samples and cryopreserved until DNA extraction. Total genomic DNA was extracted
from PBMCs (~6 million cells) or buffy coats (200 uL) using the QIAmp Blood Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA),
according to the manufacturer’s specifications. HLA-A, -B and -C types were resolved at subtype-level (e.g. sec-
ond field/4-digit) resolution using a previously described protocol with some modifications®. Briefly, a nested
polymerase chain reaction (PCR) using universal, locus-specific primers was used to amplify a ~1000 base pair
region spanning exons 2 and 3 (which encode the al and o2 domains of the HLA peptide binding groove) of
HLA-A, -B and -Clodi, using the Expand High Fidelity PCR system (Roche Applied Science, Laval, PQ) (3.5 U/uL).
For HLA-A PCR reactions, 5% dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) was added to decrease
unspecific amplification and primer dimerization. HLA-B PCR products were cleaned up with ExoSAP-IT
(Affimetrix, Cleveland, OH) and HLA-A and -C PCR products were diluted 10-fold and directly sequenced
using a set of six sequencing primers per locus as previously described®® on a 3730xl Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA), using the BigDye Terminator v3.1 chemistry (Life Technologies, Carlsbad, CA).
Sequences were trimmed with Sequencing Analysis software v5.4 (Applied Biosystems) and HLA subtypes were
assigned using UType v7.1 RUO (Applied Biosystems) using the up-to-date IPD-IMGT/HLA Database (http://
www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). Using this procedure, ambiguous HLA assignments can arise due to the presence of
polymorphisms outside of the analyzed region (exons 2 and 3). For these cases, ambiguous HLA pairs were man-
aged as G groups, including: A*74:01:01G (A*74:01 in the text, encompassing A *74:01 and A *74:02; difference in
exon 1), C*18:01:01G (C*18:01 in the text, encompassing C*18:01 and C*18:02; difference in exon 5), C*17:01:01G
(C*17:01 in the text, encompassing C*17:01, C*17:02 and C*17:03; difference in exons 1 and 5). Ambiguous HLA
assignments may also arise due to the lack of phase resolution as a result of bulk (direct) sequencing of PCR ampli-
cons. Considering only HLA ambiguities that affect the first (allele group-level) and second (subtype-level) HLA
fields and that included either two common alleles or one common and one well-documented subtype present in
the Common and Well-documented catalogue®, a total of 142 HLA-A, 161 HLA-B, and 104 HLA-C pairs were
ambiguous due to lack of phase resolution (Supplementary Table S1). These ambiguities were resolved by assign-
ing the most probable combination using HLA allele frequency (AF) and linkage disequilibrium (LD) data from
the same cohorts. All HLA haplotypes were confirmed using the same published probabilistic method used for
the HOMER cohort*® (HLA Completion web tool, http://boson.research.microsoft.com/hla/). Only 72 (of 6392,
1.12%) missing HLA-A or HLA-C types were imputed due to PCR/sequencing failure at these loci or lack of sample
availability, using the same tool. HLA pairs with an unresolved HLA-B allele (23/3213 pairs, 0.71%) were consid-
ered missing data. As previously described*’, our HLA typing methodology was validated to be 99.9% accurate in
Mesoamerican Mestizo populations by comparing assigned HLA types to those obtained via amplification of exons
1 to 8 (for HLA-A and HLA-C) and exons 1 to 7 (for HLA-B) followed by next generation sequencing (TruSight
HLA v2 Sequencing Panel, Illumina, San Diego, CA) in a large independent Mexican cohort (n=323). Raw HLA
typing data are available upon direct request to the authors.

HLA linkage disequilibrium analysis. LD between pairs of HLA alleles was assessed using the Los Alamos
HIV Molecular Immunology Database HLA Analysis Tools (https://www.hiv.lanl.gov), with multiple compari-
sons addressed via Bonferroni correction. For the MEX cohort LD analysis, 12,970 two-way comparisons were
performed (p-values < 3.9E-06 were considered significant), and for the CAM cohort 14,234 two-way compari-
sons were performed (p-values < 3.5E-06 were considered significant). The high-dimensional visualization tool
Disentangler*! was used to graph HLA haplotype structures.

HLA allele frequency comparison. HLA AF were calculated by direct gene count (denominator 2n). All
HLA subtypes with AF > 0.001 in at least one cohort were compared using two-tailed Fisher’s exact test; here,
multiple comparisons were addressed using g-values, the p-value analogue of the false discovery rate*. Results
with p <0.05 and q < 0.2 were considered statistically significant.

Univariable and multivariable analyses of HLA-HIV clinical parameter associations. HLA allele
associations with five clinical parameters previously described to be predictive of HIV disease progression were
investigated. These included pVL* and absolute CD4 count**, used in routine clinical monitoring of HIV infec-
tion, as well as CD4 percentage®’, CD4/CD8 ratio®, and a proxy variable called Z-score that combines informa-
tion from both CD4 count and pVL*, calculated as

CD4 — mean cm} _ [ PVL — mean pVL }

sdCD4 sdpVL
Zscore =

2

(sd =standard deviation), where lower pVL and higher CD4 counts yield higher and more positive Z-scores.
MEX and CAM cohorts were analyzed separately and in a combined fashion, where all HLA alleles observed in
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a minimum of 5 individuals (representing AF >0.0015 and >0.0008 for the individual and combined cohorts,
respectively) were evaluated. This encompassed 147 HLA alleles (42 HLA-A, 75 HLA-B and 30 HLA-C) in the
pooled MEX/CAM analysis; 119 HLA alleles (33 HLA-A, 59 HLA-B and 27 HLA-C) in the MEX analysis alone
and 123 (35 HLA-A, 60 HLA-B and 28 HLA-C) in the CAM cohort alone. The Mann-Whitney U test was used
to evaluate associations between each HLA allele (treated as a binary variable; e.g. comparing B*57:01" vs.
B*57:01~ individuals) and the parameter of interest. Univariable analysis was also performed using Generalized
Linear Models (GLM) to estimate HLA-HIV association effect sizes. Multiple comparisons were addressed using
q-values?, where associations with p-values < 0.05 and g-values < 0.2 were considered significant. We addition-
ally instituted a scoring system where, for each HLA allele investigated, we summed its total number of significant
protective and risk associations (each assigned + 1 and —1, respectively), such that final scores could range from
+5 to —5. Alleles with no significant associations were assigned a score of 0. Two multivariable linear regression
models were also constructed to account for potential confounders of HLA-HIV associations, after which the
overall 5-parameter scores were adjusted accordingly. First, independent models were constructed relating each
HLA allele to each HIV clinical parameter, while adjusting for gender, age, geographical origin (country/region
coded as n-1 binary variables) and the effect of the most significant HLA associations for that parameter (defined
as the HLA alleles with p < 0.001 in the corresponding Mann-Whitney univariable analysis). Specific HLA alleles
included in each model are listed in Supplementary Table S9. Second, we constructed models adjusting for all
HLA subtypes in significant (p < 0.05 and q < 0.2) linkage disequilibrium with every HLA allele associated with
an HIV clinical parameter in that cohort. Statistical analyses were undertaken using Stata/MP v14.1 (StataCorp,
College Station, TX) and R v3.3.3%,

Results

MEX and CAM cohort characteristics. Overall, the clinical and demographic characteristics of the
Mexico (MEX; n=1679), Central America (CAM; n=1534) and combined (n=3213) cohorts (Table 1) are con-
sistent with the frequent diagnosis of HIV in advanced infection in Latin America and an concentrated epidemic
mainly in men who have sex with men*. Median pVL in MEX was significantly higher (p < 0.00001) than that
in CAM (4.72 versus 4.57 Log;, HIV RNA copies/mL), though CD4 T cell counts and CD4/CD8 ratios did not
differ significantly between the cohorts (median 315 cells/uL and ~0.28, respectively). CD4+ T cell percentages
and Z-scores*® also differed marginally between cohorts (p < 0.01).

Unique immunogenetic profiles of HIV-infected individuals in Mesoamerica. HLA class I allele
frequencies differed markedly in the combined MEX/CAM versus HOMER cohorts (Fig. 1). The most frequent
HLA-A, -B and -C alleles observed in MEX/CAM were A*02:01 (AF =0.20), A*24:02 (0.15), A*02:06 (0.06),
B*35:01 (0.10), B*40:02 (0.06), B*39:05 (0.05), C*04:01 (0.19), C*07:02 (0.18) and C*07:01 (0.07). Of the 153
alleles investigated, 52.9% (81/153) exhibited significantly (p < 0.05, q < 0.2) different frequencies between
MEX/CAM and HOMER; these included 25/45 HLA-A, 39/77 HLA-B and 17/31 HLA-C alleles. As expected,
Amerindian HLA alleles?”*® were enriched and Caucasian HLA alleles® were underrepresented in MEX/CAM
compared to HOMER. Notably, MEX/CAM featured a diversity of “typical” Amerindian HLA subtypes belonging
to the A*02, A*68, B*15, B*35, B*39, and B*40 allele groups.

Strong HLA LD allowed us to identify common 2 and 3-loci haplotypes in our populations (Fig. 2 and
Supplementary Tables S2-S7). A total of 104 distinct 2-loci HLA haplotypes were identified in MEX (Bonferroni,
p < 3.9E-06; Supplementary Table S2), of which two had population frequency (PF) > 0.10 (B*39:05~C*07:02
[PF=0.13%'] and B*35:01~C*04:01 [PF=0.12]); a further 35 had PF between 0.02-0.10 (Fig. 2A). Also, 36
distinct 3-loci HLA haplotypes were identified in MEX (Bonferroni, p < 8.0E-06; Supplementary Table S3). In
CAM, 95 distinct 2-loci HLA haplotypes were identified (Bonferroni p < 3.5E-06; Supplementary Table S4), of
which one had PF > 0.10 (B*35:01~C*04:01 [PF=0.13] and 33 had PF between 0.02-0.10 (Fig. 2B). A further
30 distinct 3-loci HLA haplotypes were identified in CAM (Bonferroni, p < 8.2E-06; Supplementary Table S5).
Analyzing MEX/CAM as a whole, 154 distinct 2-loci and 87 distinct 3-loci were identified (Bonferroni p < 2.3E-
06 and p < 4.2E-06, respectively; Supplementary Tables S6-S7).

Opverall, these findings highlight the immunogenetic uniqueness of Mesoamerican Mestizo populations and
support them as ideal for identifying novel HLA correlates of HIV control.

HLA associations with HIV pVL in MEX/CAM include both canonical and novel associations.
Given the significantly different HLA frequency distributions between MEX/CAM and HOMER, we hypothe-
sized that HLA associations with HIV parameters would also differ markedly. We explored this by identifying
HLA allele associations with the well-characterized marker of HIV disease progression pVL* in both cohorts,
in a univariable analysis. At the predefined statistical threshold of q < 0.2, we identified thirteen HLA alleles
(5 HLA-A, 5 HLA-B, and 3 HLA-C) significantly associated with lower pVL, and four alleles (2 HLA-A, and 2
HLA-B) associated with higher pVL in HOMER, compared to sixteen HLA alleles (1 HLA-A, 7 HLA-B, and 8
HLA-C) associated with lower pVL, and twelve alleles (4 in HLA-A, 5in HLA-B, and 3 in HLA-C) associated with
higher pVL in MEX/CAM (Fig. 3). A number of these associations were consistent across cohorts: in all cases
these were HLA alleles previously reported to be associated with HIV progression, including the canonical pro-
tective alleles B*57:01 and B*27:05%111216.20.2123-25 which were associated with significantly lower pVL in both
cohorts. Additionally, as previously described, A*30:02'4?*%> (LD with B*18:01 and C*05:01 in both cohorts),
C*#02:02"% (LD with B*27:05 in both cohorts) and C*14:02>?* (LD with B*51:01 in both cohorts) were associ-
ated with lower pVL in both cohorts; while A *68:01'?° (LD with C*03:04 in MEX/CAM and with C*07:04 in
HOMER) was associated with higher pVL in both cohorts. Numerous previously-reported HLA associations were
also confirmed in one of the two cohorts. Specifically, A*25:01%!!, A*32:01"!!, B*¥14:01>!%, and B*13:02%1724%
were associated with lower pVL exclusively in HOMER; while B*07:021>172425, B*55:01°>53, and A*23:01'"18
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Pooled MEX/CAM cohort | MEX cohort CAM cohort p-value*
N 3213 1679 1534 —
Age (years, median[IQR]) 31 [25-40] 30.5 [24-38] 33 [26-42] <0.00001
Female (N[%]) 912 [28.4%] 364 [21.7%] 548 [35.7%] 0.0001
Logyo FIIV Plasma Viral Load (RNA copies/mL, | 4 (514 015 2] 472[4.14-526] | 457[3.83-5.14] | <0.00001
median[IQR])
CD4+ T cell count (cells/pL, median[IQR]) 315 [124-516] 315 [124-528] 315 [125-504] NS
HIV Z-score (median[IQR]) 8 —0.08 [—0.66-0.52] —0.12 [-0.69-0.46] | —0.05 [—0.61-0.56] | 0.0022
Percentage of CD4+ T cell counts (%[IQR]) 16.0 [9.0-24.0] 16.5[9.0-24.8] 16.0 [9.0-23.0] 0.0056
CD4/CDS ratio (median[IQR]) 0.28 [0.14-0.49] 0.28 [0.14-0.49] 0.29 [0.14-0.49] NS
Marital status (N[%]) 0.0001
Single 1434 [63.5] 538 [72.2] 896 [59.2]
Married 325(14.3] 91 [12.2] 234 [15.4]
Domestic partnership 499 [22.1] 116 [15.5] 383 [25.3]
Unknown 955 934 21
Education (N[%]) 0.0001
Tlliterate 136 [6.0] 16 [2.1] 120 [7.9]
Elementary 704 [31.2] 127 [17.3] 577 [38.0]
High school 863 [38.3] 345 [47.0] 518 [34.1]
Degree or technical qualification 523 [23.2] 233 [31.7] 290 [19.1]
Postgraduate 26 [1.1] 13 [1.7] 13 [0.8]
Unknown 1097 945 16
Employment (N[%]) 0.0023
Unemployed 969 [44.0] 282 [40.0] 687 [45.9]
Employed 1077 [48.9] 358 [50.85] 719 [48.0]
Student 154 [7.0] 64[9.0] 90 [6.0]
Unknown 1013 975 38
HIV risk factor (N[%]) 0.0001
Heterosexual 1394 [64.2] 289 [42.8] 1105 [73.9]
Men who have sex with men 657 [30.2] 322 (47.7] 335 [22.4]
Bisexual 75 (3.4] 37 (5.4] 38 [2.5]
People who inject drugs 35(1.6] 19 [2.8] 16 [1.0]
Blood transfusion 5[0.2] 5[0.7] 0[0]
Mother-to-child transmission 3[0.1] 2[0.3] 1[0.07]
Unknown 1044 1005 39

Table 1. Clinical and demographic characteristics of the Mesoamerican cohorts. 3 Metric relating pVL and
CD4 count. Higher Z-score values mean lower pVL and higher CD4 count and vice versa. *Mann-Whitney U
test or Chi-squared test were used to compare values between the Mexico and Central America cohorts.

were associated with higher pVL in HOMER. Moreover, B*14:02>16, B*57:03>815-1719:23 B#58.()]5121417,2022,
B*81:01121720, C*¥03:02"7 (LD with B¥58:01), C¥03:05** (LD B*40:02, A*24:02), C*08:02%° (LD B*14:01/02),
C*12:022022 (LD B*52:01°), C*14:03*** (no significant LD found), and C*18:01'*1720%* (LD B*57:01/02 and
B*81:01) were associated with lower pVL only in MEX/CAM; while B*35:01>611:13:22:23 | B#35:(21,6:9,11,13,23
(which exhibited the highest median pVL of all HLA-B alleles), A*24:02"'"'8 (LD B*39:06, B*40:02, C*03:05),
C*04:01%12223 (LD B*35:01/02/08/12/14/16/17/20, B*07:02, B*53:01, among others), and C*07:02"' (LD
B*39:01/05/06/08/11, B*07:02, among others) were associated with higher pVL in MEX/CAM.

Numerous novel associations were also identified in MEX/CAM. These included the relatively rare
Amerindian allele B*¥15:39 (n=8, p=0.0052, q=0.04), which was associated with lower pVL, as well as the
common Amerindian alleles B*35:12 (n =273, p=0.0002, q=0.003), B*39:05 (n =360, p=0.0026, q=0.0034),
B*39:06 (n=153, p=0.011, q=0.07), A*68:03 (n =370, p=0.0079, q=0.061; LD B*39:05, B*35:43, C*07:02),
and C*03:04 (n=427, p=0.0339, q=0.15; LD B*40:02/01/05/08/11, A*68:01), which were associated with sig-
nificantly higher pVL (Fig. 3). Notably, these alleles, though present at relatively high frequency in MEX/CAM,
are rare or absent in Caucasian and African populations (e.g. Fig. 1 and ref.*).

Additional novel associations between Amerindian HLA alleles and HIV risk/protection. We
next extended our analyses of our Mesoamerican cohorts to identify HLA alleles associated with an expanded
panel of five HIV clinical parameters (pVL, CD4 count, Z-score, %CD4, and CD4/CD8 ratio). HLA alleles asso-
ciated with each of the 5 clinical parameters, stratified by cohort, are listed in Table 2. Consistent with previous
reports'?, HLA-B alleles featured prominently among these associations, with 43 HLA-B alleles (24 in MEX/
CAM, 11 in MEX, and 8 in CAM) associated with at least one clinical parameter (p < 0.05, q < 0.2) compared to

SCIENTIFICREPORTS | (2018)8:6111 | DOI:10.1038/s41598-018-23849-7 5



www.nature.com/scientificreports/

Figure 1. Comparison of HLA class I allele frequencies between the Mestizo MEX/CAM cohort (n=3213)
and the mainly Caucasian HOMER cohort (n =1622). Allele frequencies (2n) were calculated using the
HLA Analysis tool from Los Alamos HIV Database (https://www.hiv.lanl.gov); all HLA AF >0.001 in at least
one cohort are shown here. AF were compared using Fisher’s exact test, with multiple tests addressed using
g-values*. Significant differences (p < 0.05, q < 0.2) are denoted by a star.

29 HLA-A alleles (13 in MEX/CAM, 5 in MEX, and 11 in CAM) and 29 HLA-C alleles (14 in MEX/CAM, 9 in
MEX, and 6 in CAM).

As a novel way to quantify HLA associations with HIV clinical parameters, we instituted a scoring system
that summed each HLA allele’s total number of significant protective and risk associations (each assigned +1 and
—1, respectively), such that final scores ranged from +5 to —5 (Fig. 4). Alleles with no significant associations

SCIENTIFICREPORTS| (2018)8:6111 | DOI:10.1038/s41598-018-23849-7 6


https://www.hiv.lanl.gov

www.nature.com/scientificreports/

Figure 2. HLA class I haplotype structures and linkage disequilibrium in the MEX (panel A) and CAM
(panel B) cohorts. HLA loci are stacked vertically, with each orange tile representing a specific HLA subtype,
and with segments connecting linked alleles on adjacent loci. The height of each tile and the thickness of each
segment correspond to HLA allele and haplotype frequencies, respectively. The most frequent HLA allele
pairs (two-loci) found to be in linkage disequilibrium are highlighted in green (PF > 0.10) and blue (PF < 0.10
and > 0.02); less frequent pairs (PF < 0.02) are shown in grey. Frequently linked (PF < 0.10 and > 0.02) HLA-
A and HLA-C allele pairs were also found in our cohorts including A *33:01/C*08:02, A*29:02/C*16:01,
A*68:01/C*03:04, and A*68:03/C*07:02 in the MEX cohort, and A*02:06/C*07:02, A*24:02/C*01:02,
A*24:02/C*03:05, and A*68:03/C*07:02 in the CAM cohort (not shown in the figure; see Supplementary
Tables S4 and S6).

were assigned a score of 0. As expected, a given HLA allele’s overall association score correlated significantly in
a dose-dependent manner with its associated median value for all 5 clinical parameters in both MEX/CAM and
individual cohorts (Supplementary Figure S1); also, HLA subtypes associated with pVL (Fig. 3) generally tended
to be associated with other clinical parameters (e.g. 22 of 28, 78.5% in MEX/CAM), though some exceptions were
noted (Fig. 4).

In the MEX/CAM cohort, 7 HLA alleles (B*57:03, C*18:01 [LD B*57:02/03, B*81:01], B*27:05, B*57:01,
B*14:02, C*08:02 [LD B*14:01/02], and C*02:02 [LD B*27:05]) achieved the highest protective score of +5
(Fig. 4A). The next highest-scoring group (4-4) included B*42:01, A*02:05 (LD B*50:01, B*58:01), A*03:01 (new
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Figure 3. HLA associations with HIV pVL in the MEX/CAM and HOMER cohorts. Associations between
HLA subtypes and pVL were investigated for HLA alleles with frequency equal or greater than 5 in HIV-1 clade
B-infected ART-naive individuals from the MEX/CAM (n = 3213) and predominantly Caucasian HOMER
(n=1622) cohorts. Associations between HLA alleles and pVL were evaluated using the Mann-Whitney U
test, with multiple tests addressed using q-values. Significant (p < 0.05, q < 0.2) associations are highlighted

in blue. Boxes denote median, 25" and 75" percentile, and whiskers represent the 10-90'" percentile of pVL
distributions of individuals expressing each HLA-B allele (left panels) and HLA-A/C allele (right panels). HLA
alleles are ordered by their pVL median and the number (n) of individuals expressing each HLA allele is shown.
Red vertical lines denote plasma viral load medians for each cohort.
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Number of alleles that were associated with at least one HIV clinical parameter

HLA loci MEX/CAM cohort | MEX cohort CAM cohort
HLA-A 13 5 11

HLA-B 24 11 8

HLA-C 14 9 6

Number of associations by HIV clinical parameter

HIV clinical parameter MEX/CAM cohort | MEX cohort CAM cohort
Plasma Viral Load 28 14 11

CD4 count 30 14 18

HIV Z-score 30 15 16

%CD4 27 13 10
CD4/CD8 ratio 26 14 12

Table 2. Summary of univariable analysis stratified by cohort. The number of HLA-HIV associations are shown
by HLA loci (top) and by HIV clinical parameter (bottom).

association, LD B*07:02, B*39:05), and A*11:01 (LD B*39:05); in all cases these alleles were significantly associ-
ated with all clinical variables except pVL. A total of 20 additional HLA alleles scored between +1 and +3; these
included Amerindian alleles B*¥15:39 (LD C*03:03) and B*39:02 (LD C*07:02), both scoring +2, identifying
these as novel protective alleles.

Similarly, 3 of the 5 HLA alleles that achieved the most negative score (—5) in MEX/CAM were Amerindian
alleles; namely B*39:05 (LD C*07:02, A*68:03, A*02:06, A*23:01), B*35:12 (LD C*04:01, A*02:01) and A*68:03
(LD B*39:05, C*07:02) (Fig. 4A), identifying these as novel risk alleles. A total of 15 additional HLA alleles scored
between —4 and —1; among these Amerindian alleles B*15:30 (LD C*01:02, score -3), B*39:06 (LD C*07:02,
A*24:02; score -2), A*68:05 (score -2), and B*35:14, C*03:04 (LD B*40:02/01/05/08/11, A*68:01), B*39:01 (LD
C*07:02, C*¥12:03) and A*02:06 (LD B*39:05, C*07:02), (score -1), were also identified as novel risk alleles.
Additional risk alleles included B*35:01 (score -4, LD C*04:01, C*07:01, C*08:02, C*01:02), previously described
as detrimental in some settings>®"1>?223 and B*13:02 (score -1, LD C*06:02, A*30:01) previously described as
protective'7?425_ Analysis of MEX and CAM cohorts separately yielded results that corroborated the pooled
analysis, but also revealed a small number of additional associations (Fig. 4B,C). In MEX, the latter included
previously reported risk associations between HLA alleles and HIV disease progression including C*16:01%,
A*23:01'™'8 and B*37:01'"** (all scoring -1) as well as a novel risk association with A*24:03 (score -1). In CAM,
these included a protective association with B*51:07% (score + 1), and risk associations with C*03:03** and
A*36:01>* (both scoring —1).

To further quantify effects of HLA alleles on HIV parameters, we repeated univariable analyses using general-
ized linear models (Supplementary Table S8). HLA-HIV scores derived from the GLM analysis were highly con-
cordant with those obtained using the Mann-Whitney U test (Spearman rho >0.9 in the combined and individual
cohorts, in all cases p < 0.0001, Supplementary Figure S2).

We next performed a multivariable analysis to correct for gender, age, geographic location of recruitment,
as well as HLA alleles with the most significant associations for each HIV clinical parameter in the univariable
analysis in both pooled and individual cohorts. Resulting regression coefficients and 95% confidence intervals are
shown in Fig. 5 and Supplementary Table S9. Overall, HLA-HIV scores of univariable and multivariable analyses
were highly concordant in all cohorts (Spearman’s rho 0.8277, 0.8566, and 0.8057 in MEX/CAM, MEX and CAM
respectively, all p < 0.0001; Fig. 6A-C). Importantly, the majority (10/15, 66.6%) of novel Amerindian HLA-HIV
associations identified in the MEX/CAM univariable analyses remained significant following adjustment for these
parameters; these included A*03:01, B*15:39, and B*39:02 as protective alleles and A*01:02, A*68:03, A*68:05,
B*15:30, B*35:12, B¥39:05 and C*03:04 as risk alleles. When cohorts were analyzed separately, A*03:01 (protec-
tive), A*68:03, B*35:12, and B*39:05 (risk) remained significant after multivariable adjustment in both cohorts.

A second multivariable analysis was performed to account for HLA LD effects (Supplementary Table 10). The
majority of HLA-HIV associations identified in univariable analyses of the pooled MEX/CAM cohort remained
significant after multivariable correction: these included the novel protective alleles A*03:01 (LD B*07:02,
B*39:05), B*15:39 (LD C*03:03) and B*39:02 (LD C*07:02), and the detrimental A*01:02 (LD B*49:01), A*02:06
(LD C*07:02, B¥39:05, B*39:08, C*08:01), A*68:03 (LD B*39:05, C*07:02, B*35:43), B*15:30 (LD C*01:02),
B#*35:12 (LD C*04:01, A*02:01), and C*03:04 (LD B*40:01/02, B*15:10, B*40:05/08/11, A*68:01) alleles.
However, in some cases, the very strong LD between certain allele pairs (notably the protective B*14:02~C*08:02
haplotype, which exhibited the strongest LD in the cohort [p = 8.0E-195], the risk B*39:05~C*07:02 haplotype
[LD p=3.9E-144], and the risk B*40:01~C*03:04 haplotype [LD p =2.6E-23]) precluded identification of the
allele driving the association. Moreover, several HLA-C associations (e.g. C*02:02 as protective and C*04:01 as
risk) could be partially or completely explained by their LD with HLA-B alleles: e.g. B*27:05 for C*02:02, and
B*35:01/02/12 for C*04:01 (the apparent effect of C*04:01 in strong LD with B*35 alleles has been resolved pre-
viously?). Furthermore, some HLA-B alleles did not remain significant after LD correction. Among these were
the new Amerindian risk alleles B*39:01 and B*39:06, which are both in strong LD with C*07:02. As the latter
allele is also in extremely strong LD with the risk and highly frequent allele B*39:05, it is possible that inclusion of
C*07:02 in the model confounds our ability to validate B*39:01 and B*39:06 as independent risk factors.

SCIENTIFICREPORTS | (2018)8:6111 | DOI:10.1038/s41598-018-23849-7 9



www.nature.com/scientificreports/

Figure 4. HLA-HIV associations in Mesoamerican cohorts using 5 HIV clinical parameters (univariable
analysis). Associations between the expression of HLA class I alleles and 5 HIV clinical parameters (pVL, CD4
count, Z-score, CD4% and CD4/CDS8 ratio) were investigated for alleles with frequency equal or greater than 5
in HIV-1 clade B-infected ART-naive individuals from the pooled MEX/CAM cohort (A), only in MEX cohort
(B) or only in CAM cohort (C). Associations were evaluated using the Mann-Whitney U test and multiple
tests were addressed using q-values. Boxplots of only significant (p < 0.05, q <0.2) HLA-HIV associations are
shown. Alleles are grouped by HLA-HIV score (+ 5 to —5), then ordered by the median of Z-score, pVL, CD4
count, %CD4 and CD4/CD8 ratio. Protective and risk alleles are shaded with progressively deeper green and
orange colors, respectively. Boxes denote the median, 25" and 75" percentile of the HIV clinical parameter of
interest; whiskers represent the 10-90" percentile. The number (n=) of individuals expressing each HLA allele
is shown. Blue vertical lines denote cohort median values for each parameter.

Secondary analyses using only pVL and CD4 count.  Although the use of the 5-parameter scoring
system enhanced sensitivity to identify associations (see discussion), HLA/HIV association studies have tradi-
tionally used pVL and CD4 count only>!'"'20, To facilitate direct comparison of our results to previous studies,
results based on pVL and CD4 count only are provided in Supplementary Tables S8-S9. Correlation between
the results of the 5- and 2-parameter scoring systems were robust for both univariable (all rho >0.93, in all
cases p < 0.0001; Supplementary Figure S3, panels A-C) and multivariable analyses (all rho > 0.88, in all cases
p < 0.0001; Supplementary Figure S3, panels D-F).

Regional variation in HLA-HIV associations between MEX and CAM cohorts.  Finally, we wished
to investigate the extent to which HLA-HIV associations in MEX and CAM were universal versus region-specific.
Taking the union of all HLA alleles that achieved a non-zero score in univariable analyses in either the MEX
and/or CAM cohorts, we assessed the degree to which their scores correlated between cohorts using Spearman’s
correlation. Overall, the relationship was statistically significant but the strength of the correlation was rather
modest (Spearman rho =0.334, p=0.032, Fig. 6D). A total of 8 associations were shared between the MEX and
CAM cohorts (protective: B*57:01, B¥57:03, and A*03:01; detrimental: B*39:05, A*68:03, C*07:02, B*35:12, and
C*04:01), while 16 were exclusive to MEX and 16 to CAM. It is important to note that these differences could be
attributable, at least in part, to the significant HLA AF distribution differences between cohorts (Supplementary
Figure S4), which in turn influences power to identify individual HLA associations below a predefined signifi-
cance threshold. Nevertheless, this observation suggests that, while many HLA-HIV associations are common to
both regions, others may be region-specific.

Discussion

In the present study, the largest and most comprehensive of its kind undertaken to date in the unique and highly
genetically admixed Latin American Mestizo population, we characterized HLA allele frequency distributions,
haplotype structures and identified both canonical and novel associations between HLA alleles and HIV control.
To accomplish the latter, we implemented a novel scoring system based on five partially interrelated clinical
parameters, an approach that allowed more nuanced classification of the consistency of associations observed.
Indeed, despite the cross-sectional nature of our study and the fact that we investigated these associations during
chronic HIV infection, we readily detected numerous canonical associations with HIV control (e.g. in MEX/
CAM analysis: B*57:01/03, B*27:05 and B*14:02; in MEX: B*14:02 and B*27:05; in CAM: B*57:02; all with +5
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Figure 5. Multivariable analysis of HLA-HIV associations in Mesoamerican cohorts using 5 HIV clinical
parameters. An independent linear regression model (GLM) was constructed for each HLA allele and clinical
parameter, while adjusting for gender, age, geographical origin (country or region) and the presence of HLA
alleles with p < 0.001 in the Mann-Whitney univariable analyses for each clinical parameter; see Supplementary
Table S9 for specific HLA alleles adjusted for in each model). Coeflicients and 95% confidence intervals (CI) of
significant (p < 0.05, q < 0.2) associations are shown. Alleles are grouped by HLA-HIV score (45 to —5), then
ordered by the coeflicient of Z-score, pVL, CD4 count, %CD4 and CD4/CD8 ratio. Protective and risk alleles
are shaded with progressively deeper green and orange colors, respectively. The number (n=) of individuals
expressing each HLA allele is shown. Blue vertical lines denote a coefficient equal to zero.

score), even though the frequencies of some of these alleles are significantly lower in MEX/CAM than in other
global populations. The 5-parameter scoring system also allowed us to detect known protective alleles that were
not identified using pVL and CD4 only, including B*42:01>1720, B*57:02'726 and B*81:01>'>17%0; furthermore
it allowed us to distinguish strong association effects from weaker ones (e.g. all canonical protective associa-
tions, including B*57:01, B*57:03 and B*27:05 were associated with all 5 parameters). Confirmation of numerous
other HLA associations previously reported in other HIV clade B-infected populations (e.g. B*57:01%3*11:16:21.23,
B*57:0316, B*27:05"%%11:33| B*44:03?2, B*58:01%, B*14:02*'6, A*25:01""!, B*35:01%>??, B*35:02"%%11:2%) supports
the accuracy of our analysis, and increases confidence in the novel associations found. Among the latter, HLA
alleles enriched in Amerindian populations featured prominently, particularly among the risk alleles. These
included A*03:01, B*15:39 and B*39:02 (identified as protective) and A*01:02, A*24:03, A*68:03/05, B*15:30,
B*35:12/14, B*39:01/06, B*39:05~C*07:02, and B*40:01~C*03:04 (identified as risk). Importantly, most pro-
tective and risk HLA alleles remained significant after accounting for potential confounding factors including
age, gender, geographical location, HLA alleles with significant effects for each HIV clinical parameter, and HLA
linkage disequilibrium, adding further confidence to our findings.

Of note, many of the novel risk HLA alleles identified in the present study are relatively common in
Mesoamerica. Indeed, 35.2% (1133/3213) individuals in the MEX/CAM cohort, 40.2% (676/1679) in the MEX
cohort and 29.7% (457/1534) in the CAM cohort expressed at least one risk HLA allele. Prevalence of risk alleles
was particularly high in Guatemala (48%), El Salvador (42%) and the Southeastern Mexican states of Campeche,
Chiapas, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz and Yucatan (overall 48%). These observations underscore the impor-
tance of implementing and sustaining culturally and locally-appropriate HIV prevention, diagnostic and early
antiretroviral treatment programmes, particularly in regions characterized by populations with high Amerindian
admixture.

Interestingly, both protective and risk HLA subtypes were identified within the common and genetically
diverse Amerindian HLA-B*39 allele group, including B*39:02 (protective) and B*39:05, B*39:01 and B*39:06
(risk). HIV control by B*#39:02 might be explained by the presence of Glutamine in position 63 and Serine in posi-
tion 67 (HLA-B amino acid positions previously associated with HIV control in genome-wide association stud-
ies>**) within the HLA peptide binding groove, which distinguish this allele from other HLA-B*39 molecules.
It is well-established that a difference of only one or two amino acids can influence the risk/protective status of
closely-related HLA subtypes (e.g. between B*42:01 and B*42:02; B*57:03 and B*57:02; B*35:01 and B*35:02/03;
B*44:02 and B*44:03%°°-%%), suggesting that a similar mechanism could underlie the differences between
HLA-B*39 subtypes. Of note, B*39:02 attained a protective score of +2 in univariable (%CD4, CD4/CD8) and
+3 in multivariable (pVL, %CD4, CD4/CD8) analyses in the pooled (MEX/CAM) and +2 in univariable (pVL,
CD4/CD8) and +-3 in multivariable (pVL, %CD4, CD4/CD8) analyses in MEX-only cohort (though it was not
identified as significantly protective in CAM only, possibly as a result of significantly lower power on account of
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Figure 6. Correlation of 5-parameter HLA-HIV association scores within and between cohorts Scatter plot of
univariable (Mann-Whitney) and multivariable HLA-HIV scores in the combined MEX/CAM (A), MEX (B)
and CAM (C) cohorts. Panel (D) shows a scatter plot of univariable HLA-HIV scores between MEX and CAM
cohorts. Correlation between HLA-HIV scores were determined using Spearman’s rank test. Random jittering
was used to prevent dots being superimposed. For A, B & C panels only HLA alleles with at least one association
with a HIV clinical parameter were considered.

its lower frequency in CAM [AF =0.009] compared to MEX [AF =0.02]; p=0.0004, q < 0.001 [Supplementary
Figure S4]). Moreover, B*39:02-associated protection was not attributable to co-expression of other advanta-
geous HLA-B alleles; in fact, a number of B*39:02-expressing individuals co-expressed risk alleles including
B*35:01/02/03/12 and B*39:06, suggesting that B*39:02-associated protective effects may overcome risks asso-
ciated with deleterious HLA alleles. Consistent with anti-Gag (particularly p24) CD8+ T-cell responses as key
determinants of HIV control®"*-%, we previously identified two highly significant B*39:02-associated polymor-
phisms in Gag (at codons 315 and 319, both in p24) and three in Pol (at codons 70 and 79 in protease, and 322 in
reverse transcriptase)*, suggesting strong and reproducible targeting of these regions by B*39:02-restricted T-cell
responses as possible determinants of B*39:02-mediated HIV control, where such effects remain detectable into
chronic HIV-1 infection. Interestingly, B*39:02 has been previously associated with Takayasu’s arteritis, a rare
autoimmune disease, in Japanese and Mexican populations®®-"*, and also with spondyloarthropathies in Japan’,
observations which mirror established links between HLA alleles canonically associated with HIV protection (e.g.
B*27:05) and autoimmune conditions”"’.

In contrast, the common Amerindian B*39:05 subtype (the 3rd most frequent HLA-B allele in MEX/CAM
[AF=0.057]) consistently ranked among the strongest risk alleles (score -5 MEX/CAM, -4 MEX and -4 CAM)
even after multivariable correction (though it is important to note that this allele is in strong LD with C*07:02).
Notably, B*#39:05 was not identified as mounting strong immune pressures in Gag p24, but rather in Pol* (at
codons 37, 134 and 296). Similarly, no significant Gag codons have been identified as being under strong immune
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pressure by the Amerindian B*39:01, B*39:06 and B*35:14 alleles*, which were also identified as risk alleles in
univariable analyses in the combined MEX/CAM cohort. The common Amerindian B*35:12 subtype (the 6th
most frequent HLA-B allele in MEX/CAM [AF =0.042]) was also consistently identified as a risk allele (univaria-
ble score -5 in MEX/CAM, -3 in MEX and -3 in CAM; multivariable score -1 in MEX/CAM, -1 in MEX and -2 in
CAM). Indeed, by virtue of its similarity with other B*35-Px members, notably B*35:02/03, at positions 114 and
116 in the HLA peptide binding groove’®, B#35:12 represents a putative new member of the established B*35-Px
HIV risk allele group’.

A number of caveats and considerations merit mention. First, it is important to note the interrelated nature
of the five clinical parameters evaluated (e.g. in the MEX/CAM cohort, Spearman rho between pVL and CD4,
%CD4 and CD4/CD8 was -0.54 in all cases; Spearman rho between pVL and Z-score was —0.87; Spearman rho
for CD4 and Z-score, %CD4 and CD4/CD8 was > 0.79 in all cases). Despite these relatively strong relationships
however, pVL and CD4 are nevertheless well-established as independent predictors of HIV progression; as such
it is customary to include both in HLA association studies (e.g.”"?). Similarly, inclusion of all 5 variables in
our scoring system afforded us increased sensitivity to detect both previously-described HLA-HIV associations
(e.g. in MEX/CAM univariable: B*57:02'7% [score 4 2, %CD4 and CD4/CD8], B#44:03>'7* [score + 1, CD4/
CD8] and C*08:01%° [score + 1, %CD4]; in MEX/CAM multivariable: B*42:01>'7? [score + 2, %CD4 and CD4/
CD8], B*57:02'7 [score + 2, %CD4 and CD4/CD8] and C*08:01%° [score + 1, CD4/CD8]) as well as novel ones
(e.g. in MEX/CAM univariable: B*39:02 [score + 2, %CD4, CD4/CD8], A*68:05 [score -2, %CD4 and CD4/
CD8], B*35:14 [score -1, Z-score] and B*40:01 [score —2, %CD4 and CD4/CD8]). It also allowed us to identify
associations with rare HLA alleles (e.g. in MEX/CAM univariable: B*40:06** [n =8, score + 2], B*81:01>'>17:20
[n=16, score + 2], C¥14:03%* [n =6, score + 1]; in MEX/CAM multivariable: B*57:02!7% [n =7, score +2] and
B*81:01%!21720 [n =16, score -1]). Similarly, the observation that canonical protective associations including
B*57:01, B*57:03 and B*27:05 all achieved the highest protective score (+5) also increases confidence in our
identification of B*39:05 and B*35:12, which both achieved the lowest scores (—5), as novel risk alleles. Moreover,
the observation that some HLA alleles showed associations with different HIV clinical parameters raises the
intriguing possibility that certain HLA subtypes influence HIV progression through different mechanisms
(though insufficient power to detect relatively weak associations, combined with the use of a predefined signif-
icance threshold, cannot be ruled out). As with all HLA association studies, strong linkage disequilibrium, par-
ticularly between HLA-B and HLA-Clocilocated in close proximity within the MHC'’s beta block gene group”-#!
makes it difficult to tease apart individual allele effects in some cases. Associations between certain HLA-C alleles
and HIV clinical parameters may thus be partially or completely attributable to LD with HLA-B alleles (e.g.
B*27:05 for C*02:02 and B*35:12 for C*04:01). Moreover, for three HLA-B~C combinations (B*14:02~C*08:02,
B*39:05~C*07:02 and B*40:01~C*03:04), the allele responsible for the observed association could not be resolved
due to strong LD. Similarly, we cannot rule out the possibility of additive and/or synergistic effects between
HLA alleles. Finally, the risk of spurious associations is an ever-present concern in HLA association studies,
particularly when reporting novel associations with relatively rare alleles (e.g. the protective B*15:39 or the det-
rimental A*01:02 alleles, both observed in 8 individuals only). Validation of these novel associations in other
cohorts, along with elucidation of possible mechanisms, are therefore warranted. In particular, the evaluation
of HIV-specific CTL responses in Latin American individuals expressing protective or risk HLA alleles should
provide important mechanistic insights. Despite these caveats, our study further confirms that some HLA allele
associations (e.g. B*27:05 and B*57:01) transcend the boundaries of race and HIV subtype, whereas others are
likely to be particular to the unique immunogenetic background of the population under study.

Results of our study may also be relevant to the ultimate pursuit of effective HIV vaccines, whether these be
prophylactic or therapeutic, global or geographically-tailored. In particular, detailed characterization (and con-
tinuous monitoring®?) of HLA associations with HIV clinical parameters in ethnically diverse human populations
hardest hit by the HIV epidemic may help inform the design of CTL epitope-based vaccine constructs®, predict
the relative population coverage of such constructs, and ultimately aid in the interpretation of results from future
HIV vaccine trials in a population-specific context.
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HLA-B*35 has consistently been associated with
rapid HIV disease progression, particularly alleles
of the Px group. As B*35 is the most prevalent
HLA-B in Mexico, we investigated HIV disease
outcome in relation to HLA expression in a large
cohort (n=976) of Mexicans. Contrary to the
previous studies, no impact on viral load or
CD4% cell count was observed in association with
the B*35 PY/Px groups. However, we observed
differences in HIV disease outcome associated with
specific HLA-B*35 alleles.

Several lines of evidence point to the central role of human
leukocyte antigen (HLA) molecules and CD8" T-cell
responses in immune control of HIV [1]. These include
the following: the temporal association between the
emergence of HIV-specific CD8" T-cell responses and
reduction in acute viraemia [2,3]; anti-CD8" monoclonal
antibodies prevent the early decline in plasma viral load
(pVL) in macaque/simian immunodeficiency virus (SIV)
model studies [4]; viral escape from the dominant CD8"
T-cell response resulting in loss of immune control [5,6];
disadvantage of HLA class I homozygosity [7]; association
of specific HLA class I alleles with slow or rapid disease
progression [7—9]; that HLA-B alleles make the greatest
contribution to the HIV-specific CD8" T-cell response,
imposing the strongest selection pressure on HIV [8]; and,
that the major genetic variation associated with pVL set-
point and/or rate of disease progression is within the major
histocompatibility complex, as shown by genome-wide
association studies in Caucasians [10].

Nevertheless, the mechanisms involved in HLA-
mediated control or susceptibility to HIV infection are
not well understood. Previous studies have consistently
associated HLA-B*35 with rapid disease progression in
the context of HIV-1 B clade infection [7,9,11,12].
Historically, HLA-B*35 alleles have been classified into
two groups based on the amino acid preference at position
9 (P9) of the peptides they present. The PY group binds
mainly tyrosine (Y) at P9, whereas the Px group has a
preference for smaller hydrophobic residues such as
leucine, methionine or valine, and does not bind tyrosine
at P9 [13]. Both groups bind proline at P2. HLA-
B*35:02/35:03, which is part of the Px group, has been
associated with an especially poor HIV disease outcome
[9,14]. The possible mechanisms for this association
remain unknown, but have been related to differential
leucocyte immunoglobulin receptor B2 binding [19]. In
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addition, it has been suggested that the greater ability of To further elucidate these observations, we studied the
HLA-B*35:01 (PY) to present Gag peptides compared to impact on HIV disease outcome of a range of HLA-B*35
HLA-B*35:02/35:03 is a key difference affecting HIV alleles in a cohort of 976 chronically HIV-1 B clade-

disease outcome [14,18]. infected antiretroviral therapy-naive Mexican individuals.
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Fig. 1. Impact of HLA-B*35 PY and Px alleles on HIV control in a Mexican cohort. (a) Site variation of HLA-B*35 subtypes along
the peptide binding groove. Sites with variation among subtypes and sites that are known to affect peptide binding are shown. PY
group alleles are shaded, Px group alleles are not shaded. (b) Association of HLA-B*35 subtypes with more than 1% population
frequency with viral load. (c) CD4* T-cell count in a cohort of 976 chronically B-clade HIV-infected individuals. Associations with
a P value less than 0.05 (as measured by the two-tailed Mann—-Whitney U test) and a g value less than 0.2 are indicated by an
asterisk (*). Central points represent medians and lines 25th to 75th percentiles. (d) Association of individuals heterozygous for
HLA-B*35 PY or Px alleles with viral load. () CD4™ T-cell count (P values generated by two-tail Mann—Whitney U-test). Central
lines represent medians, boxes 25th to 75th percentiles, and lines minimum and maximum values for viral load or CD4* T-cell
counts.
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HLA-B*35 is the most prevalent HLA-B allele in Mexico,
expressed in approximately one-third of Mexicans [15],
including a number of relatively unstudied HLA-B*35
subtypes, making Mexico an ideal population for this
study.

We observed nine HLA-B*35 alleles with the frequency
of at least 1% in our cohort. On the basis of the residues
found in the HLA peptide binding groove at positions
114 and 116 [16], B*35:01, B*35:08, B+*35:14, B*35:16,
B+35:17 and B*35:43 were classified as belonging to the
PY group, and B*35:02, B*35:03 and B*35:12 to the Px
group (Fig 1a).

We ranked HLA-B alleles with frequency equal to or
greater than 1% based on the median pVL and CD4"
T-cell counts. As expected, B*57:01 and B*27:05 were
associated with lower pVL and higher CD4" T-cell
counts (data not shown), consistent with the previous
studies in HIV-1 clade B-infected Caucasian cohorts [17].
Diverse ranking of HLA-B*35 alleles according to the
median pVL set-points and CD4" T-cell counts was
observed (Fig. 1b and ¢). HLA-B*35:01, historically not
a disease-susceptible allele [13], was associated with
higher pVL (P=0.02, ¢=0.06; Fig. 1b), but was not
significantly associated with low CD4" T-cell count
(Fig. 1¢). HLA-B*35:08, which is also a PY member, had
a modest protective effect on disease outcome, although
this was not statistically significant. This result challenges
the B*35-PY/Px hypothesis, indicating that PY alleles can
be disease-susceptible, and also that differences exist in
disease associations within a PY/Px grouping.

In contrast with earlier work, no significant impact on
median pVL (P=0.99) or absolute CD4" T-cell count
(P=0.53) was observed between the HLA-B*35 PY and
the Px groups (Fig. 1d, e). The groups were analysed
including and excluding HLA-B*53:01, which is closely
related to HLA-B+*35:01, differing only at the Bw4/Bw6
motif, and has previously been included within the Px
group. Only HLA-B heterozygous individuals were
included in the analysis shown, in order to exclude
confounding eftects resulting from HLA homozygosity
[7]. However, no change was observed when homo-
zygotes were included (data not shown). Thus, the
previous observation that the negative effect of the B*35
group is due to the Px alleles is not supported by these
data.

HLA-B*35:01, a PY allele historically described as not
being disease-associated [13], showed a significant
negative effect on pVL in the present study. This finding
is consistent with other more recent studies of HLA-
B*35:01 in HIV-1 B-clade infection [17,18]. Further-
more, HLA-B*35:16, another member of the PY group,
was the worst of all the B*35 subtypes and was associated
(albeit not significantly) with the highest median viral
load out of all the 46 HLA-B alleles expressed in this

cohort. Therefore, we conclude that the detrimental
effect of HLA-B*35 is unlikely to be related exclusively
to PY/Px grouping. Other factors, such as the fine
specificity of the HIV peptides presented by different
B*35 alleles, may play a role, affecting the nature of the
cytotoxic T leukocyte response or perhaps affecting other
aspects of the immune response via differential binding to
receptors on other immune cells such as LILR-B2 on
dendritic cells [19]. Also, selection and fixation of HLA
escape mutations at the population level driven by high
HLA frequency and low costs in viral replicative capacity
could explain the detrimental eftects for specific HLA
alleles in specific populations [18].

HLA-B*35:01 difters from HLA-B+*35:08 by only one
amino acid at position 156 (Fig. 1a), buried within the
antigen-binding cleft. Previous studies of closely related
HLA-B allele pairs HLA-B+*57:02/03 and HLA-
B*44:02/03 [20—22] have shown that the single amino
acid change at position 156 can impact on the dynamics of
the HLA—peptide interaction and can therefore alter
disease outcome. Changes at position 156 have been
shown to affect both the heavy chain and peptide
conformation through alterations in the hydrophobic and
electrostatic properties of the antigen binding cleft [20].

In conclusion, we observed substantial differences in
markers of HIV disease outcome associated with small
difterences between HLA-B*35 alleles. Defining the
mechanisms underlying these differences will facilitate a
better understanding of the mechanisms of HIV immune
control.
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CD8"/CD161%" mucosal-associated invariant
T-cell levels in the colon are restored on long-term
antiretroviral therapy and correlate with CD8*
T-cell immune activation

Louise Greathead?, Rebecca Metcalf?, Brian Gazzard®,
Frances Gotch?, Alan Steel® and Peter Kelleher®?

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells are
tissue-homing T cells recently implicated in HIV
pathogenesis. We found that the proportion of
MAIT cell in blood and colon of HIV+ patients
are reduced in untreated infection. Antiretroviral
therapy restored colonic but not blood MAIT cell
percentages. We observed a negative correlation
between colonic MAIT cells and T-cell activation
in blood and suggest mucosal MAIT cell deple-
tion may contribute to systemic immune activation
in HIV infection.

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells are a
recently described innate-like mucosal-homing T cell
subset which express the semi-invariant T cell receptor
Va7.2, interleukin-18R and are strongly positive for
CD161 [1]. MAIT cells play a key role in host immunity
against bacteria and fungi by recognition of vitamin B
metabolites presented by the MHC class 1b-related
protein MR 1 [2]. Two recent studies have shown that
antiretroviral therapy (ART) fails to restore MAIT cell
percentages in the blood [3,4]. Damage to the mucosal
epithelium resulting in microbial translocation has been
proposed as a mechanism for the immune activation seen
in HIV+ patients [5]. We hypothesized that depletion
of MAIT cells in the colon of HIV+ patients would
correlate with increased immune activation and markers
of microbial translocation.
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